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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность. Согласно медицинской статистике, острые миелоидные 

лейкозы занимают второе место в структуре онкологических заболеваний и 

составляют 25% из всех злокачественных новообразований у детей. Для лечения 

острых миелобластных лейкозов (ОМЛ) характерна низкая эффективность. 

Согласно статистике, 15-30% пациентов не достигают ремиссии после 

индукционной терапии по причине первичной устойчивости к лечению. Также, у 

более чем 60% пациентов с достигнутым ответом в течение первых трех лет 

развивается рецидив после формирования приобретенной лекарственной 

устойчивости (Клинические рекомендации ОМЛ, 2020). Первичную устойчивость 

лейкозных клеток часто связывают с ограничением их пролиферации (Zhang, Gu, 

Chen, 2019). Приобретенную устойчивость связывают с мутагенезом и 

клональной эволюцией, когда изначально чувствительные клетки постепенно 

становятся устойчивыми к терапии (Ding et al., 2012). Последнее десятилетие, 

исследователи обращают внимание на влияние микроокружения лейкозных 

клеток в костном мозге на их лекарственную устойчивость (Behrmann, Wellbrock, 

Fiedler, 2018; Maman, Witz, 2018). Этот интерес связан с тем, что применение 

противоопухолевых препаратов является эффективным только для лейкозных 

клеток, вышедших из костного мозга в периферическое русло, а локализованные в 

костном мозге лейкозные клетки остаются устойчивыми к противоопухолевой 

терапии, что определяет рецидив заболевания. Формирование такого рода 

лекарственной устойчивости лейкозных клеток, происходит при повышении их 

концентрации в ограниченном пространстве костного мозга (КМ), что приводит к 

формированию уникального околоклеточного микроокружения,включающего как 

клеточный компонент, так и внеклеточный матрикс (Li et al., 2019; Binder, 

Luciano, Horejs-Hoeck, 2018). Учитывая вышесказанное, актуальным 

направлением исследований является изучение механизмов повышения 

устойчивости опухолевых клеток к повреждающим воздействиям в 

высокоплотных культурах, моделирующих участки опухолей in vivo. При этом, 

интерес вызывает повышение резистентности клеток не только к 
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химиотерапевтическим препаратам, но и к медиаторам иммунного надзора, в 

частности, к цитокину TRAIL (TNF alpha Related Apoptosis Inducing Ligand).  

Цитокин TRAIL уникален тем, что селективно вызывает рецептор-

опосредованную апоптозную гибель опухолевых клеток и не повреждает 

здоровые клетки организма (Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999; Wiley et al., 

1995). Эти свойства белка TRAIL привлекли к нему внимание как к 

потенциальному противоопухолевому препарату с уникальной избирательностью 

по отношению к опухолевым клеткам. Однако оказалось, что не все опухолевые 

клетки могут быть чувствительны к TRAIL (Deng, Shah, 2020). Более того, было 

обнаружено, что TRAIL-чувствительные клетки карцином и сарком, полученные 

из солидных опухолей человека, способны приобретать обратимую TRAIL-

резистентность в высокоплотных конфлюэнтных (двумерных) культурах (Fadeev 

et al., 2012; Yokokura et al., 2016) и в трехмерных (клеточных сфероидах) in vitro 

(Barbone et al., 2008; Grayson et al., 2021). Также в литературе отсутствуют данные 

о возможности повышения TRAIL-резистентности у клеток ОМЛ в схожих 

условиях. С учетом того, что клетки ОМЛ не зависят от прикрепления и 

культивируются в суспензии, в отличие от клеток солидных опухолей, нами была 

предложена простая трехмерная in vitro модель, имитирующая накопление 

лейкозных клеток в ограниченном пространстве КМ – стационарные 

высокоплотные культуры, культивируемые без смены питательной среды. В 

данной модели впервые показана принципиальная возможность повышения 

устойчивости клеток ОМЛ как к действию химиотерапевтических препаратов, так 

и к цитотоксическому действию rhTRAIL (Захаров и др., 2014; Фадеев, 2012; 

Фадеев и др., 2015), однако остается неясным, насколько этот феномен является 

общим для различных типов клеток ОМЛ и каков его механизм. Работы в этом 

направлении представляют фундаментальный интерес и практическую 

значимость. 

В данной работе представлены результаты исследования механизмов 

повышения устойчивости клеток ОМЛ к TRAIL-индуцированной гибели в 

высокоплотных культурах, имитирующих накопление лейкозных клеток в 

ограниченном пространстве костного мозга. 
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Целью работы является изучение резистентности клеток ОМЛ к TRAIL-

индуцированному апоптозу в трехмерных культурах высокой плотности in vitro. 

В соответствии с целью были поставлены следующие задачи: 

1. Исследование изменения резистентности клеток ОМЛ к TRAIL-

индуцированному апоптозу в трехмерных культурах высокой плотности. 

2. Исследование механизмов повышения резистентности клеток ОМЛ к 

TRAIL-индуцированному апоптозу в трехмерных культурах высокой плотности. 

3. Оценка возможности подавления повышенной резистентности клеток 

ОМЛ к TRAIL-индуцированному апоптозу в трехмерных культурах высокой 

плотности. 

Научная новизна. В работе впервые показано возникновение 

резистентности клеток ОМЛ к TRAIL – индуцированному апоптозу в трехмерных 

культурах высокой плотности. Этот феномен обратим и не связан с ограничением 

проникновения белка TRAIL к клеткам. Впервые установлено, что повышение 

TRAIL-резистентности клеток ОМЛ в трехмерных культурах высокой плотности 

основано на TNF-регулируемом и NF-kB опосредованном увеличении экспрессии 

антиапоптотических белков семейств IAP и BCL-2. Показана принципиальная 

возможность подавления резистентности клеток ОМЛ к TRAIL – 

индуцированному апоптозу в трехмерных культурах высокой плотности с 

помощью BH3 миметика Navitoclax. 

 

Теоретическая и практическая значимость. Показана возможность 

подавления резистентности клеток ОМЛ к TRAIL-индуцированному апоптозу в 

трехмерных культурах высокой плотности, при использовании BH3 миметика 

Navitoclax. Данные результаты имеют значение для разработки новых подходов в 

иммунотерапии ОМЛ. 

 

Методология и методы исследования. Методологической основой 

диссертационного исследования выступают методы аналогии и моделирования, 

используемые для научного познания процессов и явлений, происходящих в 

организме человека.  
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Для решения поставленных задач и достижения цели исследования в ходе 

работы были использованы методы биофизики и клеточной биологии, такие как 

проточная цитометрия, спектрофото- и флуорометрия, вестерн-блотинг, 

секвенирование РНК, методы биоинформатического анализа. Работа выполнена с 

использованием постоянных клеточных линий острого миелоидного лейкоза 

человека, формирующих культуры высокой плотности, что позволяет создать 

предметную (материальную) модель паталогического состояния лейкозных 

бластов в костном мозге. 

 

Положения, выносимые на защиту:  

1. У клеток ОМЛ в трехмерных культурах высокой плотности происходит 

повышение резистентности к TRAIL-индуцированному апоптозу. 

2. Повышение TRAIL-резистентности клеток ОМЛ в трехмерных 

высокоплотных культурах является обратимым и не связано с ограничением 

проникновения цитотоксического белка к клеткам.  

3. Повышение TRAIL-резистентности клеток ОМЛ в трехмерных 

высокоплотных культурах регулируется TNF-NF-kB зависимым повышением 

экспрессии антиапоптотических белков семейств IAP и BCL-2. 

4. Резистентность клеток ОМЛ к TRAIL- индуцированному апоптозу в 

трехмерных высокоплотных культурах эффективно подавляется применением 

BH3 миметика Navitoclax. 

 

Достоверность полученных результатов. Достоверность полученных 

результатов обеспечена репрезентативным количеством материала, глубокой 

проработкой темы и методов исследования. Эксперименты проводились на 

современном сертифицированном оборудовании. Обработка данных и 

подтверждение достоверности полученных результатов проводилась с 

использованием современных статистических методов и программ. Полученные в 

ходе работы результаты соответствуют данным, представленным в научной 

литературе, и соответственно интерпретируются. 
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Апробация. Основные материалы диссертационной работы доложены на V 

Всероссийской Конференции по молекулярной онкологии (Москва, Россия, 16-18 

декабря 2019 года), 19-й Международной Пущинской школе-конференции 

молодых ученых «Биология - наука XXI века» (Пущино, Россия, 20-24 апреля 

2015 г.), Abs. European Leukemia Net (ELN) Frontiers Meeting (Berlin, Germany, 16-

19 October 2014), EMBO Workshop «Cellular and molecular mechanism of tumour–

microenvironment crosstalk» (Tomsk, Russia, 9-12 July 2015), 1-й Международной 

конференции для молодых ученых «Mitochondrial pores and channels as 

pharmacological targets» (Пущино, Россия, 29-30 октября 2014 г.). 

 

Личный вклад автора. Диссертационная работа выполнена автором лично. 

Постановка научной проблемы и формулировка рабочей гипотезы, планирование 

эксперимента, анализ и интерпретация полученных результатов осуществлялись 

совместно с научными руководителями. Поиск и анализ литературы по теме 

диссертации, экспериментальные исследования и статистическая обработка 

первичных данных, написание и оформление диссертации выполнено автором 

самостоятельно. Результаты исследования в виде публикаций в научных 

периодических изданиях и докладов на конференциях представлены совместно с 

соавторами. 

 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 20 печатных работ, в 

том числе 5 статей в журналах, рекомендованных ВАК РФ. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Острый миелоидный лейкоз 

 

Острый миелоидный лейкоз представляет собой гетерогенную группу 

злокачественных новообразований из предшественников с клеток миелоидных, 

эритроидных, мегакариоцитарных и моноцитарных линий. Эти лейкозы, как и 

другие злокачественные новообразования, связаны с генетическими вариациями, 

которые приводят к неопластической изменениям и клональной трансформации 

гемопоэтических предшественников (Pelcovits, Niroula, 2020; Rubnitz, Gibson, 

Smith, 2010). 

 

1.1.1 Эпидемиология и факторы риска острого миелоидного лейкоза 

Согласно общепринятому мнению, заболеваемость ОМЛ составляет 3–5 

человек на 100 тысяч населения в год. Заболеваемость также имеет корреляцию с 

возрастом и резко возрастает у людей старше 60 лет и составляет 12–13 случаев 

на 100 тыс. населения у лиц в возрасте старше 80 лет. Медиана возраста 

заболевания для ОМЛ составляет 65 лет. Среди детского населения России 

эпидемиология ОМЛ изучена недостаточно, но согласно существующей 

статистике, каждый пятый случай острого лейкоза у детей это ОМЛ и в структуре 

всех опухолей у детей составляет 6%, с максимальной встречаемостью в возрасте 

2 года и снижением к минимуму заболеваемости к 9 годам (Rubnitz, Gibson, Smith, 

2010). Ежегодно регистрируется 0,7-1,2 новых случаев на 100 тысяч детей 

(Национальное общество детских гематологов и онкологов, 2020).  

Согласно прогноза Европейских и Американских исследователей, при общей 

численности населения России 140 млн жителей расчетный показатель 

заболеваемости должен составлять около 5 тыс. заболевших (Shallis et al., 2019). 

Но регистрационное исследование, выполненное российской исследовательской 

группой в части регионов России, показало, что медиана возраста диагностики 

ОМЛ составляет 53 года, что на 12 лет меньше. Эти результаты могут говорить, 

как о недостаточной диагностике ОМЛ у возрастных пациентов, так и о меньшей 
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продолжительности жизни в стране. Заболеваемость, согласно данным 

исследования, составила 1,32 случая на 100 тыс. взрослого населения 

(Паровичникова, 2012; Савченко, Паровичникова, 2007). 

Существует несколько факторов, значительно увеличивающих риск развития 

ОМЛ. Доказана связь между повышенным риском развития заболевания и 

факторами внешней среды, ионизирующей радиацией после применения ядерного 

оружия, химио- и радиотерапией других опухолей. Установлена дозовая 

зависимость развития ОМЛ с курением, особенно очевидная после 60 лет. 

Существует мнение, что 20% заболеваний ОМЛ связано с курением. Длительное 

воздействие нефтепродуктов, органических растворителей (бензола), гербициды и 

пестициды (органофосфаты) также приводит к лейкемогенному эффекту (Korte et 

al., 2000; McBride, 1998; Mills, Zahm, 2001; Snyder, 2012; Yin et al., 1996a, 1996b). 

Особое внимание привлекает высокий риск развития вторичных ОМЛ в 

результате предшествующего воздействия химиотерапии и облучения. Высока 

вероятность развития этого до 85%, в период от 2 до 9 лет после завершения 

предшествующей химиотерапии интеркалирующими ингибиторами 

топоизомеразы II (этопозид) и алкилирующими агентами (циклофосфамид, 

азотистый иприт, ифосфамид, мелфалан и хлорамбуцил) (Паровичникова, 2012; 

Савченко, Паровичникова, 2007; Le Deley et al., 2003; Linassier et al., 2000; Micallef 

et al., 2000; Sandoval et al., 1993). Для детей с первичными ОМЛ специфические 

факторы окружающей среды не идентифицируются, но существует большое 

количество наследственных заболеваний, предрасполагающих к развитию 

заболевания. Среди них синдром Дауна, анемия Фанкони, синдром Костмана, 

синдром Швахмана-Даймонда, синдром Даймонда-Блэкфана, нейрофиброматоз 1 

типа, синдром Нунана, врожденный дискератоз, семейное заболевание 

тромбоцитов с предрасположенностью к ОМЛ, врожденной генитальной 

амегариоцитарной тромбоцитопении, атаксии-телеангиэктазии, синдрома 

Клайнфельтера, синдрома Ли-Фраумени и синдрома Блума (Bader-Meunier et al., 

1997; Rosenberg, Greene, Alter, 2003). 

Также, ОМЛ связан с несколькими приобретенными состояниями, включая 

апластическую анемию, миелодиспластический синдром, приобретенную 
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амегакариоцитарную тромбоцитопению и пароксизмальную ночную 

гемоглобинурию (Imashuku et al., 1994; Socie et al., 1993; Xue et al., 1993). 

 

1.1.2 Классификация острого миелоидного лейкоза 

Первой общепринятой классификацией острых лейкозов, основанной на 

морфологических и цитохимических признаках, была утвержденная в 1976 году 

франко-американо-британская (FAB) классификация (Bennett et al., 1976). На 

протяжении использования FAB активно дополнялась в 1981, 1985 и 1987 годах, в 

своем пересмотренном варианте широко применяется в настоящее время. По мере 

появления новых, объективных методов диагностики потребовался кардинальный 

ее пересмотр. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) в 2016 году 

утвердила новую редакцию классификации ОМЛ, которая основана на 

цитогенетических и молекулярно-генетических особенностях, из них 

сформированы клинико-патологические группы (Arber et al., 2016) (таблица 1).  

Таблица 1 – классификация ОМЛ по ВОЗ, 2016 г. 

• ОМЛ с устойчиво выявляемыми генетическими аномалиями: 
ОМЛ с t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
ОМЛ с inv(16)(p13.1q22) или t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
Острый промиелоцитарный лейкоз с t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 
ОМЛ с t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 
ОМЛ с t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
ОМЛ с inv(3)(q21q26.2) или t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 
ОМЛ (мегакариобластный) с t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 
ОМЛ с BCR/ABL1 

• ОМЛ с генными мутациями: 
ОМЛ с мутированным геном NPM1 
ОМЛ с биаллельной мутацией гена CEBPA 
ОМЛ с мутированным геном RUNX1 

• ОМЛ с изменениями, связанными с миелодисплазией 
• Миелоидные неоплазии, связанные с предшествующей ХТ 
• ОМЛ, по-другому не специфицированные (NOS) 

Острый миелобластный лейкоз с минимальной дифференцировкой 
Острый миелобластный лейкоз без созревания 
Острый миелобластный лейкоз с созреванием 
Острый миеломонобластный лейкоз 
Острый монобластный/моноцитарный лейкоз 
Острый эритромиелоз 
Острый мегакариобластный лейкоз 
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Острый лейкоз из базофилов 
Острый панмиелоз с миелофиброзом (синоним: острый миелофиброз, 
острый миелосклероз) 

• Миелоидная саркома (синоним: экстрамедуллярная миелоидная опухоль, 
гранулоцитарная саркома, хлорома) 
• Миелоидные опухоли, связанные с синдромом Дауна 

Транзиторный аномальный миелопоэз (синоним: транзиторное 
миелопролиферативное заболевание (МПЗ)) 
Миелоидный лейкоз, связанный с синдромом Дауна 

• Опухоль из плазмацитоидных дендритных клеток 
• Острые лейкозы неопределенной линии дифференцировки 

Острый недифференцированный лейкоз 
Острый лейкоз смешанного фенотипа (ОЛСФ) с t(9;22)(q34;q11.2); BCR-
ABL1 
ОЛСФ с t(v;11q23.3); реаранжировка гена KMT2A (ранее – MLL) 
ОЛСФ, B/миелоидный, NOS 
ОЛСФ, T/миелоидный, NOS 
ОЛСФ NOS 
ОЛ неопределенной линии дифференцировки NOS. 

 

Согласно текущей классификации, диагноз ОМЛ устанавливают при 

обнаружении в костном мозге 20% бластных клеток и более, при этом 

миелоидные опухоли, возникшие вследствие ранее проводимой ХТ по поводу 

других заболеваний, в отдельную форму ОМЛ не выделяются. Современные 

рекомендации международной группы экспертов по диагностике и лечению 

острого миелоидного лейкоза (ELN2022) расширяют и детализируют 

классификацию, снижая порог бластных клеток в костном мозге и 

периферической крови необходимый для установления диагноза до 10%. 

Предшествующие заболеванию химио- и лучевую терапии, иммунные 

вмешательства, а также прогресс миелодиспластического синдрома и 

миелопролиферативного заболевания выведены в отдельную форму, также 

важным следует отметить рекомендации по созданию биобанка опухолевых 

клеток пациентов (Döhner et al., 2022). 

1.1.3 Прогностические факторы при острых миелоидных лейкозах 

Факторы, влияющие на терапию ОМЛ можно разделить на 3 группы: 

1. Особенность заболевания – характеристики, определяемые при 

обследовании первично выявленного лейкоза, наличие в анамнезе 
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миелопролиферативного заболевания, миелодиспластического синдрома, 

химио-, лучевой или иммунотерапии. 

2. Особенности пациента – половозрастные характеристики, наличие 

других заболеваний. 

3. Эффективность терапии – сроки достижения ремиссии, наличие 

минимальной остаточной болезни (МОБ). 

4. Факторы связанные с неадекватной химиотерапией.  

1. Особенности заболевания 

Согласно классификации ELN2017, основывающейся на результатах 

наблюдения за влиянием изученных молекулярно-генетических аномалий на 

течение и исход ОМЛ, все пациенты разделены на 3 прогностические группы 

риска ELN2017, благоприятную (10-20%), промежуточную (40-50%) и 

неблагоприятную (30-40%) (Döhner et al., 2017). Классификация ELN2022 

основываясь на накопленных с 2017 года данных внесла корректировки для 

определения группы риска. В дополнение к базовой генетической характеристике, 

при расчете индивидуальной группы риска, ELN2022 учитывает ответ на 

начальную терапию и оценку ранней минимальной остаточной болезни (МОБ). 

Например, в клинической практике пациент из группы риска с благоприятным 

течением, на основании наличия либо отсутствия МОБ, может быть перемещен в 

промежуточную группу риска и наоборот. Критерии классификации риска по 

генетике указаны в таблице 2. 

Таблица 2. Европейская классификация риска ELN2022 по генетике на 

начальном этапе диагноза. 

Категория риска Генетическая аномалия 
Благоприятный • t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1 

 • inv(16)(p13.1q22) или t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11 
 • Мутированный NPM1 без FLT3-ITD 
 • bZIP мутация внутри рамки CEBPA 

Средний • Мутированный NPM1 с FLT3-ITD 
 • NPM1 дикого типа с FLT3-ITD 
 • t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A 
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• Цитогенетические и/или молекулярные аномалии, не 
классифицируемые как благоприятные или 
неблагоприятные 

Неблагоприятный • t(6;9)(p23;q34.1)/DEK::NUP214 
 • t(v;11 q23.3)/KMT2A-перестроенная 
 • t(9;22)(q34.1;q11.2 )/BCR::ABL1 
 • т(8;16)(р11;р13)/KAT6A::CREBBP 

 
• inv(3)(q21.3q26.2) или t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2, 
MECOM(EVI1) 

 • t(3q26.2;v)/MECOM(EW1)-перестроенная 
 • -5 или del(5q); -7; -17/abn(17р) 
 • Сложный кариотип, моносомальный кариотип 

 • Мутированный ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, 
SRSF2, STAG2, U2AF1 или ZRSR2 

 • Мутированный TP53 
 

2. Индивидуальные характеристики пациента 

Основным фактором, влияющим на результаты лечения, остается возраст 

пациента. Доля пациентов в неблагоприятной группе риска в возрасте до 56 лет 

составляла 33%, возрастая до 38-39% в возрасте 56-75 лет и до 50% после 75 лет 

(Appelbaum et al., 2006). На смертность влияет наличие сопутствующих 

заболеваний, количество которых также увеличивается с возрастом. Достоверно 

увеличивалась смертность пациентов с сопутствующими заболеваниями и 

получающих индукционную терапию (Sorror et al., 2017).  

3. Эффективность терапии 

Основным критерием эффективности терапии ОМЛ длительное время 

считалось достижение полной морфологической ремиссии, которое оценивалось 

по количеству бластных клеток менее 5% в костном мозге (КМ). 

Морфологическое исследование, методом цитологии очень субъективно, как 

следствие имеет значительную вариабельность и низкую чувствительность (Zhou 

et al., 2017), но статистически, пациенты достигшие морфологической ремиссии 

жили дольше. В настоящее время, для точной оценки и мониторинга МОБ широко 

распространены в клинической практике методы основанные на 
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многопараметрической проточной цитометрии (МПЦ) и количественные 

молекулярные методы, основанные на полимеразной цепной реакции в реальном 

времени (RT-qPCR) (Dillon et al., 2021). К новым исследовательским технологиям 

относятся секвенирование нового поколения (NGS) и цифровая ПЦР (dPCR) 

(Vonk et al., 2021). Основные характеристики перечисленных методов и 

технологий перечислены в таблице 3. 

Таблица 3. Методы выявления МОБ при ОМЛ. 

М
ет

од
 

Цель 
Чувстви-

тельность 

Примени

мо в % от 

ОМЛ 

Срок 

выполне

ния (дни) 

Ограничения/пробле

мы 

М
П

Ц
 

Иммунофенотип, 

ассоциированный с 

лейкозом, или 

отличный от 

нормального 

от 10 -3 

до 10 -4 
85-90 2 

Менее 

чувствительный,  

более субъективный 

анализ 

R
T-

qP
C

R 

Надежные данные: 

NPM1, 

CBFB :: MYH11, 

RUNX1 :: RUNX1T1 

Менее проверенные: 

KMT2A :: MLLT3, 

DEK :: NUP214, 

BCR :: ABL1, WT1 

от 10 -4 

до 10 -5 
40-50 3-5 

Ограниченная 

применимость 

N
G

S Потенциально любая 

соматическая мутация 

от 10 -2 

до 10 -4 
∼100 5-10 

Менее 

чувствительный, 

дорогой,  

технически 

сложный  
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М
ет

од
 

Цель 
Чувстви-

тельность 

Примени

мо в % от 

ОМЛ 

Срок 

выполне

ния (дни) 

Ограничения/пробле

мы 
dP

C
R Специфические 

целевые мутации  

от 10 -3 

до 10 -4 
∼70 3-5 

Для каждой мутации 

необходим 

специфический 

анализ, 

ограниченная 

чувствительность  

 

4. Факторы связанные с неадекватной химиотерапией 

Согласно мнению экспертов Общероссийского национального союза 

«Ассоциация онкологов России», для нашей страны, к сожалению, как фактор 

неблагоприятного прогноза существует неадекватное цитостатическое 

воздействие на стадии индукционной или консолидационной терапии связанное с 

неправильным расчетом доз цитостатических препаратов, удлинением интервалов 

между курсами или неадекватная предлеченность. Так, еще в 70-х годах прошлого 

века американскими исследователями было доказано, что программа «5+2» 

статистически хуже, чем программа «7+3». Российскими исследователями было 

доказано, что уменьшение доз цитарабина и антрациклинов в программе «7+3» 

существенно снижает показатели выживаемости (Савченко, Паровичникова, 

2007). 

 

1.2 Цитокин TRAIL 

 

1.2.1 TRAIL лиганд 

Цитокин TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand, CD253, APO2–L, 

TRAIL/Apo2L) принадлежащий к суперсемейству TNF был открыт в 1995 году на 

основе гомологии его внеклеточного домена с другими членами суперсемейства, 

таких как FasL и TNF-α, первоначально был описан как Fas-независимый 
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индуктор апоптоза (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995). Различные клетки 

иммунной системы, в том числе эозинофильные гранулоциты, макрофаги, 

нейтрофильные гранулоциты, дендритные клетки, моноциты, натуральные 

киллеры (NK), Т- и В-клетки, экспрессируют TRAIL на своей поверхности, также 

хорошо известно, что TRAIL играет важную роль в иммунном надзоре за 

опухолью (Alizadeh Zeinabad, Szegezdi, 2022). Кодируется геном TNFSF10, 

расположенным на третьей хромосоме человека в положении 3q26 (Wang et al., 

2000). По структуре TRAIL представляет собой трансмембранный белок II типа и 

состоит из короткого N-концевого цитоплазматического домена, 

трансмембранной спирали, внеклеточного стебля или «ножки» и TNF-подобного 

внеклеточного C-концевого рецептор-связывающего домена, имеющего высокую 

гомологию с другими членами суперсемейства TNF (Cha et al., 1999; Hymowitz et 

al., 1999; Manzo et al., 2009). Мономер состоит из двух антипараллельных β-

складчатых листов полипептидного фрагмента длинной в 281 аминокислотный 

остаток с прогнозируемой молекулярной массой около 32,509 кДа, который в 

своей зрелой, гликозилированной форме имеет молекулярную массу 41 кДа. 

Внеклеточная «ножка» представляет собой сайт расщепления в аминокислотном 

положении 114, которое высвобождает растворимый фрагмент молекулярной 

массой около 24 кДа (Pitti et al., 1996). Кристаллическая структура TRAIL имеет 

петлю, состоящую из 12-16 аминокислот, функция которой заключается во 

взаимодействии с рецептором, что имеет основное значение для цитотоксической 

активности (Cha et al., 1999). 

Аналогично другим представителям суперсемейства TNF, TRAIL образует 

гомотример (Рисунок 1а), но является единственным лигандом, содержащим 

остаток цистеина в положении 230, который позволяет его стабилизировать его 

тримерную форму посредством образования сульфидных связей между 

аминокислотными остатками цистеина, координирующим центром при этом 

выступает ион цинка (Bodmer et al., 2000; Hymowitz et al., 2000) (Рисунок 1б). 

Экспериментальным путем было доказано, что замена цистеина в положении 230 

на серин или аланин, равно как и удаление иона цинка, уменьшает тримеризацию, 

а получающиеся мономерные и димерные формы TRAIL становятся неактивными 
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(Bodmer et al., 2000). При этом следует отметить, что только в виде тримерной 

формы TRAIL может реализовать свой функционал, связанный инициацией 

апоптотического сигнала. Связывание тримерного лиганда с рецепторами 

клеточной гибели приводит к образованию комплекса «тримерный лиганд – 

тримеризованный рецептор», способного инициировать апоптоз (Almasan, 

Ashkenazi, 2003) (рисунок 1в,г). Таким образом, стабильность тримерной 

структуры лиганда TRAIL играет решающую роль в его биологической функции 

(Ashkenazi, Holland, Eckhardt, 2008). 

  

  
 
Рисунок 1. Тримерная структура лиганда TRAIL, каждый мономер обозначен 
своим цветом, вид сбоку (а), координирующий положение мономеров ион Zn2+ 
вид сверху (б). Комплекс «тримерный лиганд – тримеризованный рецептор» вид 
сбоку (в), вид сверху (г). 

 

а б 

в г 
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Учитывая важную роль в иммунном надзоре, возможность существования в 

расворимой форме, а также тот факт, что цитотоксические эффекты направлены 

только на трансформированные клетки, не оказывая влияние на нормальные, 

TRAIL оказался привлекательным объектом для терапии онкологических 

заболеваний в клинической практике. Первым протестированным для лечения 

рака растворимым рекомбинантным человеческим TRAIL (rhTRAIL) препаратом, 

содержащим внеклеточную часть (аминокислоты 114-281) был Dulanermin (Herbst 

et al., 2010). Хотя rhTRAIL имел очень хороший профиль безопасности и низкую 

токсичность, но показал низкую эффективность, связанную с коротким периодом 

полураспада, недостаточным накоплением в тканях и устойчивостью опухолевых 

клеток. 

Чтобы преодолеть эти ограничения, за последние десятилетия были 

реализованы новые подходы для повышения эффективности. Период 

полувыведения растворимого rhTRAIL из организма составляет 0,56-1,02 часа 

(Herbst et al., 2010). Основной причиной быстрого снижения концентрации 

rhTRAIL был его относительно небольшой размер 60 кДа и основной механизм 

выведения был связан с почечной фильтрацией, отсечка которой составляет 70 

кДа (Caliceti, 2003). Чтобы решить эту проблему, были разработаны 

многочисленные рекомбинантные производные TRAIL, которые помимо 

увеличения размера путем слияния с пептидом или белком, повышали его 

транспорт через эндотелий в ткани (Li et al., 2016; Seifert et al., 2014). 

Хотя растворимая форма TRAIL является биологически активной, но было 

показано, что мембраносвязанная форма является в 100-1000 раз более мощным 

индуктором гибели клеток (von Karstedt, Montinaro, Walczak, 2017; Naval et al., 

2019). Для решения этой проблемы использовали различные наноносители, 

включая органические и неорганические наночастицы, вирусные наночастицы и 

клетки (De Miguel et al., 2016; He, Zhang, Feng, 2020; Wang et al., 2016). 

 

1.2.2 TRAIL рецепторы 

TRAIL может связываться с четырьмя мембраносвязанными рецепторами: 

DR4/TRAIL-R1, DR5/ TRAIL-R2, DcR1/TRAIL-R3 и DcR2/TRAIL-R4. Также 
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описан растворимый рецептор остеопротегерин, являющийся секретируемым 

рецептором-ловушкой обнаруживаемым в системном кровотоке (Emery et al., 

1998), который может выступать растворимым рецептором для лиганда 

активатора рецептора NF-κB (RANKL) (Simonet et al., 1997).  

TRAIL-R3 и TRAIL-R4 имеют высокую идентичность внеклеточных доменов 

с рецепторами смерти, но не имеют функциональных цитоплазматических 

доменов смерти и действуют как рецепторы ловушки ингибируя индукцию 

апоптоза конкурентно связывая лиганды (Morizot et al., 2011; Mérino et al., 2006). 

TRAIL-R3 представлен гликозилфосфатидилинозитол заякоренный в 

плазматической мембране и не имеет внутриклеточного домена. TRAIL-R4 

содержит укороченный домен смерти и при гиперэкспрессии на мембране может 

индуцировать активацию NF-κB (Degli-Esposti et al., 1997). Однако 

физиологическая роль DcR1 и DcR2 до конца не изучена, и функция может 

зависеть от типа клеток. 

Агонистические рецепторы клеточной гибели TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-

R2/DR5 представляют собой трансмембранные белки I типа. Кодируются генами 

TNFSRF10B и TNFSFR10D расположенных в 8q21-22 хромосоме. Структурно 

состоят из внеклеточной области, включающей в себя несколько обогащенных 

цистеином доменов и отвечающей за связывание с лигандом, одним 

трансмембранным доменом и внутриклеточным доменом, содержащим домен 

смерти (DD). Домены смерти представляют собой модули гомотипического 

взаимодействия белков, состоящие из 80 аминокислотных остатков, собранных в 

пучок из 6 альфа-спиралей, отвечающих за трансдукцию апоптотического сигнала 

как сайты связывания для адапторных белков (Sprick et al., 2000).  

DR4 и DR5 на 58% сходны в последовательности, основное молекулярное 

различие заключается в том, что для DR4 существует один вариант сплайсинга, а 

DR5 имеет два варианта и, следовательно, 2 изоформы (Wang, Jeng, 2000). 

Длинная изоформа содержит 29 дополнительных аминокислот во внеклеточном 

домене, богатых треонином, аланином, пролином и глутамином, названных 

TAPE-доменом (Schneider et al., 1997). Впоследствии, рецепторы к TRAIL 

подвергаются посттрансляционной модификации, заключающейся в О-
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гликозилировании, это повышает чувствительность к лиганду, стимулируя 

кластеризацию. После связывания с тримерным лигандом, DR4 и DR5 могут 

образовывать как гомо-, так и гетеротримерные комплексы, индуцирующие 

апоптоз. Эти лиганд-рецепторные комплексы более высокого порядка включают 

тримеризацию между соседними тримерами с образованием гексамерной сотовой 

структуры (Graves et al., 2014; Tuthill et al., 2015; Valley et al., 2012). Аналогично 

другим членам семейства TNF, рецепторы TRAIL располагаются на поверхности 

клетки в виде предварительно собранных олигомерных комплексов с 

образованием гомотримеров (Chan, 2007; Clancy et al., 2005). Образование 

комплексов происходит в результате взаимодействия доменов сборки 

предлиганда – богатых цистеином внеклеточных доменов (Clancy et al., 2005). 

Следовательно, повышение проапоптотической активности лиганда TRAIL 

связано с олигомеризацией рецепторов в супрамолекулярные структуры (Chan, 

2007). 
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1.3 Цитотоксический сигнальный путь TRAIL 

 

1.3.1 Каспазозависимый путь 

После связывания тримеризованного лиганда TRAIL со своими 

предварительно олигомеризованными рецепторами TRAIL-R1 и TRAIL-R2, 

происходит их конформационное изменение на поверхности клетки. В результате 

этих изменений внутриклеточный домен смерти тримеризованного рецептора 

претерпевает пространственные перестройки, что приводит к рекрутированию 

адаптерных белков содержащих домен смерти, схема и основные участники 

представлены на рисунке 2. Для TRAIL-R1, TRAIL-R2 и Fas таким адаптерным 

белком является Fas-ассоциированный домен смерти (FADD) (Chinnaiyan et al., 

1995; Sprick et al., 2000). Молекулы адаптерного белка способны связываться с 

рецепторами посредством гомотипического взаимодействия их доменов смерти. 

Также они содержат дополнительные модули межбелковых взаимодействий, 

такие как эффекторные домены смерти, которые обеспечивают рекрутирование 

инициаторных каспаз и cFLIP. Полученный в результате такой сборки комплекс 

получил название смерть индуцирующего сигнального комплекса (DISC), он 

может генерировать сигнальный каскад TRAIL-индуцированной гибели, 

инициируемый после активации каспаз-8 и -10. В настоящее время 

рассматривается три варианта активации инициаторных каспаз. Согласно первой 

гипотезе, получившей название индуцированной близости, считается что 

кластеризация каспаз на DISC приводит к их аутокатализу (Salvesen, Dixit, 1999). 

Вторая модель, индуцированной конформации, согласно которой активация 

инициаторных каспаз происходит за счет конформационных изменений их 

активного сайта после взаимодействия с адаптерным белком (Chao et al., 2005). 

Третья модель, которая является основной – димеризации, предполагает, что 

накопление инициаторных каспаз на DISC приводит сначала к их димеризации 

через тандемные эффекторные домены смерти, а затем каспазные домены 

выстраиваясь антипараллельно создают два каталитически активных сайта 

(Chang, 2003; Shi, 2004). После этого процессинг происходит в два этапа, первым 

идет междимерное ращепление между двумя проксимальными димерами с 
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образованием двух фрагментов, p43/41 и p12. Вторая стадия, внутридимерное 

ращепление, в результате которого в цитозоль высвобождается активная 

гетеротетрамерная форма фермента, включающая по две большие p18 и малые 

p10 субъединицы с двумя активными сайтами, что, в свою очередь, запускает 

протеолитический каскад (Kallenberger et al., 2014; Shi, 2002). 

 
 
Рисунок 2. Каспазозависимые пути TRAIL-индуцированной гибели. I – путь, 
при котором субстратом для активной каспазы-8 выступают эффекторные 
каспазы-3, -6, -7. II – субстратом каспазы-8 выступает Bid, белок семейства Bcl-
2. Иллюстративный материал к пп. 1.3.1 

 

Процесс аутопротеолитической активации инициаторных каспаз-8 и -10 на 

DISC может регулироваться cFLIP (Smyth et al., 2020; Tschopp, Irmler, Thome, 

1998). В клетках, альтернативным сплайсингом мРНК, генерируется несколько 

вариантов cFLIP, но на уровне белка экспрессируется только три изоформы. 

Наиболее распространенным вариантом является длинная изоформа cFLIPL и 

менее распространены две короткие изоформы cFLIPS и cFLIPR (Smyth et al., 

2020). Все перечисленные изоформы имеют по два N-концевых эффекторных 
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домена смерти и могут быть рекрутированы в DISC, аналогично прокаспазам-8 и 

10. Роль cFLIPS и cFLIPR хорошо изучена. Обе изоформы, имея незначительные 

различия в структуре, конкурентно связываясь с FADD блокируют 

аутопротеолитическию активацию 8 и 10 прокаспазы на DISC. Структурно, 

cFLIPL напоминает прокаспазы-8 и -10, С-конец которого содержит область, очень 

похожую на эквивалентные области прокаспаз, однако эта область каталитически 

неактивна, так как в ней отсутствует каталитический цистеин и она не обладает 

цистеиновой протеазной активностью, что делает ее классической 

псевдопротеазой. Роль длинной формы cFLIPL остается противоречивой. 

Первоначально считалось, что аналогично своим коротким изоформам, роль 

cFLIPL заключается в ингибировании инициаторных каспаз (Irmler et al., 1997; 

Rasper et al., 1998). Действительно, присутствие cFLIPL приводит к его 

рекрутированию в DISC вместе с прокаспазами-8, -10 и образование 

гетеродимеров. Образование гетеродимеров с cFLIPL энергетически более 

выгодно, чем образование гомодимеров прокаспазы-8 или -10. Образовавшийся 

гетеродимерный фермент может эффективно расщеплять соседние гомодимеры, 

способствуя их процессингу, следовательно, не нарушает процесс передачи 

сигнала. Также эффективно он расщепляет и соседние гетеродимеры, однако 

отсутствие цистеина в активном сайте cFLIPL предотвращает вторую стадию 

внутридимерного ращепления, он остается в комплексе и, при сверхэкспрессии 

cFLIPL, количество гетеродимеров возрастает, что может блокировать 

дальнейший процесс передачи сигнала (Smyth et al., 2020). 

Также, в клетках I типа, активация каспазы-8 опосредуется субъединицей 

убиквитин-лигазы E3 (кулин3), что приводит к неразрушающему 

полиубиквитинированию C-концевой области каспазы-8 и связыванию с p62. Это 

приводит к перемещению каспазы-8 из DISC во внутриклеточные участки 

содержащие большое количество убиквитина, где в последствии и происходит 

расщепление и активация каспазы-8 (Jin et al., 2009). Активные каспазы-8 и -10 

высвобождаются в цитозоле, там они расщепляют эффекторные каспазы -3 и -7. В 

клетках II типа, на DISC генерируется менее активная каспаза-8, что не позволяет 

ей активировать эффекторные каспазы напрямую. Необходимое усиление сигнала 
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реализуется через внутренний, митохондриальный путь, основная роль в 

инициации и регуляции которого принадлежит белкам семейства Bcl-2. При этом, 

активная каспаза-8 за счет расщепления активирует находящийся в цитозоле 

белок Bid, что приводит к образованию расщепленной формы cBid, состоящей из 

N-концевой p7 и C-концевой p15 субъединиц, которые изначально связаны друг с 

другом. Далее активированный cBid накапливается на мембране митохондрий, 

где происходит разделение субъединиц с отщеплением N-концевой части от 

способствующей гибели C-концевой p15 субъединицы – tBid (Bleicken et al., 2012; 

Gross et al., 1999). Основная роль tBid заключается в активации 

проапоптотических эффекторных белков Bax и Bak, как за счет прямого 

связывания с ними, так и за счет высвобождения их из комплексов с 

антиапоптотичекими белками семейства Bcl-2. Реализация указанных функций 

tBid возможна вследствие повышенной афинности к указанным белкам при 

локализации его в мембране митохондрии (Bleicken et al., 2017; García-Sáez et al., 

2009). Также, tBid может вызывать пермеабилизацию мембраны митохондрии в 

отсутствии Bax и Bak, данная эффекторная функция tBid играет важную 

физиологическую роль при инфекции вызванной Shigella flexneri (Flores‐Romero 

et al., 2022). Как было указано выше, Bax, Bak и, вероятно Bok, являясь 

проапоптотическими эффекторными белками семейства Bcl-2 способны к 

олигомеризации в мембране митохондрии с образованием поры, что приводит к 

высвобождению белков межмембранного пространства, таких как цитохром c, 

OMI/HTRA2, SMAC/DIABLO и эндонуклеаза G. Цитохром c, фактор активации 

протеазы-1 (APAF-1), dATP и прокаспаза-9 формируют апоптосому. Внутри 

апоптосомы прокаспаза-9 превращается в активную каспазу-9, которая 

активирует эффекторные каспазы-3 и -7. Основными регуляторами 

порообразования выступают антиапоптотические белки семейства Bcl-2, при этом 

Bax имеет высокое сродство к Bcl-2 и Bcl-XL, а Bak к Mcl-1 и Bcl-XL (Llambi et 

al., 2011; Willis et al., 2005). 

1.3.2 Каспазонезависимый путь 

Помимо индукции гибели клеток по каспазозависимому пути в результате 

апоптоза, TRAIL, через свои рецепторы может опосредовать 
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запрограммированную форму капазонезависимой гибели клеток в результате 

некроптоза. Некроптоз представляет из себя строго регулируемый процесс, 

включающий молекулярный путь, отличный от апоптоза. Взаимодействие с 

рецепторами смерти активирует киназу взаимодействующую с рецептором 

серин/треонинкиназы (RIPK1), которая аутофосфорилирует и рекрутирует RIPK3 

через домены гомотипического взаимодействия RIP (RHIM) имеющегося у обеих 

киназ (Vandenabeele et al., 2010), с образованием ядра некросомного комплекса 

или некросомы (Degterev et al., 2008; Ofengeim, Yuan, 2013). Далее, RIPK3 

активирует псевдокиназу, подобную домену киназы смешанного происхождения 

(MLKL), которая транслоцируется на плазматическую мембрану (рис. 3). 

Олигомеризуясь, MLKL приводит к разрыву мембраны клетки с последующей 

гибелью и высвобождению клеточного содержимого, включая 

провоспалительные цитокины в микроокружение (Berghe et al., 2014).  

 
 
Рисунок 3. Образование цитоплазматического комплекса II, с последующим 
формированием поры из олигомеризованного белка MLKL приводящей к 
некроптозу. Иллюстративный материал к пп.1.3.2 

 

Считается, что TRAIL-индуцированный некроптоз происходит из комплекса 

II, который формируется из DISC, где отсутствует цитозольная часть рецептора к 

TRAIL, но сохраняется FADD и прокаспаза-8, а также вовлекается RIPK1 (Lafont 

et al., 2017). При этом развитие некроптоза возможно только в том случае, когда 



28 

 

отсутствует или ингибирована каспаза-8 и FADD, так как каспаза-8 ингибирует 

некроптоз путем расщепления RIPK1 и RIPK3 (Feng et al., 2007; Oberst et al., 

2011). Некроптоз можно ингибировать некростатинами, которые являются 

ингибиторами RIPK1 (Galluzzi et al., 2014). 

Также идентифицирован дополнительный комплекс, индуцирующий 

некроптоз, названный «рипоптосомой» (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al., 2011). 

Основные компоненты этого комплекса, а именно RIP1, FADD и каспаза-8, в 

нормальных условиях убиквитинируются IAP, что приводит к их протеосомной 

деградации и подавлению образования рипоптосом. Однако генотоксический 

стресс или применение Smac-миметиков может приводить к подавлению IAP, что 

приводит к спонтанному образованию рипоптосом и запуску каспазо-8-

опосредованного апоптоза или некроптоза. При этом, инициация сигнального 

пути, после образования рипоптосом, регулируется изоформами cFLIP. Комплекс 

образованный гомодимерами прокаспазы-8 приводит к полной каталитической 

активности каспазы-8 с последующим апоптозом. Образование гетеродимеров 

прокаспазы-8 и cFLIPL приводит к ограничению их каталитической активности, 

которая, хотя и недостаточна для запуска апоптоза, но способна расщеплять RIP1, 

что приводит к разборке рипоптосом и выживанию клеток (Feoktistova et al., 2011; 

Tenev et al., 2011). Если преобладают гетеродимеры прокаспазы-8 и cFLIPS, то 

активация каспазы-8 и расщепление RIP1 предотвращаются и происходит 

образование рипоптосом; в этой ситуации апоптоз блокируется, а режим 

клеточной гибели вместо этого переключается на некроптоз (Feoktistova et al., 

2011). 
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1.4 Альтернативные, нецитотоксические сигнальные пути TRAIL 

 

Помимо цитотоксического действия, после сборки лиганд-рецепторного 

комплекса могут активироваться сигнальные пути не связанные с инициацией 

клеточной смерти. Так образующийся при некроптозе комплекс II, при 

рекрутировании в него, помимо RIPK1, ассоциированного с TNF фактора 2 

(TRAF2), ингибитора апоптоза (cIAP1/2), и других компонентов, рассмотренных 

ниже, может приводить к подавлению TRAIL-индуцированной гибели, активации 

сигнальных путей, отвечающих за воспаление, выживание и миграцию клеток 

(Montinaro, Walczak, 2023). Общая схема представлена на рисунке 4 ниже. 

 
 
Рисунок 4. Общая схема нецитотоксических сигнальных путей TRAIL 
приводящих к выживанию и пролиферации. Иллюстративный материал к пп. 1.4 
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1.4.1 Активация сигнального пути NF-κB 

 
 
Рисунок 5. Формирование цитоплазматического комплекса приводящего к 
активации транскрипционного фактора NF-κB. Иллюстративный материал к 
 пп. 1.4.1 

 

Активация внутриклеточных сигнальных путей, находящихся под контролем 

транскрипционного фактора NF-κB и отвечающих за воспаление и выживание 

была одним из первых, выявленных нецитотоксических сигналов связанных с 

TRAIL. При включении во вторичный комплекс FADD или фактора 

ассоциированного с рецептором TNF первого типа (TRADD), комплекса сборки 

линейной цепи убиквитина (LUBAC) (состоящего из SHARPIN, HOIL-1 и HOIP) и 

эссенциального модулятора NF-κB (NEMO), который в свою очередь способен 

рекрутировать IKK α/β в сигнальный комплекс, что вызывает фосфорилирование 

и последующую протеосомную деградацию ингибитора κβ (IκB) с 

высвобождением и накоплением в цитозоле NF-κB (Varfolomeev et al., 2005) 

(Рисунок 5). В дальнейшем происходит транслокация NF-κB в ядро, где он может 

начать транскрипцию находящихся под его контролем генов, включая гены 
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кодирующие антиапоптотические белки семейств Bcl-2 и IAP, а также cFLIP (Liu 

et al., 2017). При этом, NF-κB обладает плейотропным действием в различных 

тканях и типах клеток, например в нейронах его активация способствует 

выживанию клеток, в то время как в клетках нейроглии способствует развитию 

апоптоза, что несомненно необходимо учитывать при использовании ингибиторов 

в процессе терапии (Бабкина, Сергеева, Горбачева, 2021; Jennewein et al., 2012) 

Механизмы влияния сигнального пути NF- κB на типы клеток иммунной системы 

при воспалении приведены на рисунке 6. 

 
 
Рисунок 6. Сигнальный путь NF- κB при воспалении. Адаптировано на 
основании (Liu и др., 2017) 

 

1.4.2 Активация митоген-активируемых протеинкиназ 

В клетках млекопитающих идентифицированы шесть различных групп 

митоген-активируемых протеикиназ (МАРК): внеклеточно регулируемые киназы 

(ERK1/2), c-Jun N-терминальные киназы (JNK1/2/3), p38 (p38 α/β/γ/δ), ERK7/8, 

ERK3/4 и ERK5 (Chang, Karin, 2001). МАРК контролируют важные 

физиологические процессы, такие как экспрессия генов, подвижность, 

метаболизм, митоз и программируемая гибель клеток, при этом TRAIL может 

активировать c-Jun N-терминальную киназу (JNK), p38 и ERK1/2. В основном они 
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способствуют клеточной пролиферации и передаче сигналов, способствующих 

выживанию, но в некоторых клеточных линиях они обладают двойным эффектом.  

 

1.4.2.1 c-Jun N-концевые киназы 

JNK являются стресс-активируемыми членами семейства MAPK, но также 

могут быть активированы TRAIL посредством как каспазозависимого, так и 

каспазонезависимого механизма, в зависимости от типа клеток способом 

(Mühlenbeck et al., 1998). Для активации JNK в комплексе II является 

необязательным присутствие FADD. Состав комплекса II и пути активации JNK в 

разных клеточных линиях также могут варьировать, например, в эмбриональных 

клетках почки человека (HEK 293) происходят через TRAF2-MEKK1-MKK4-

зависимый сигнальный путь (Hu, Johnson, Shu, 1999). Для клеток рака 

предстательной железы в составе комплекса II необходим RIP1, в то время как для 

клеток фибросаркомы в составе комплекса II необходимы и TRAF2, и RIP1 

(Varfolomeev et al., 2005). Активация JNK может приводить к противоположным 

эффектам, подтверждая ее двойной функционал. Например, TRAIL-

индуцированная активация пути JNK может способствовать активации апоптоза в 

лимфоидных клетках (Herr et al., 1999). Активация JNK может приводить к 

фосфорилированию его мишени, фактора транскрипции c-Jun/AP1, но также 

может непосредственно фосфорилировать Bim в гепатоцитах, проапоптотический 

белок семейства Bcl-2, облегчая митохондриальный апоптоз (Corazza et al., 2006). 

В клетках холангиокарциномы, индуцированные TRAIL JNK и Bim активировали 

лизосмальный путь гибели (Werneburg et al., 2007). В клетках рака толстой кишки 

(HCT116), активированная через рецепторы к TRAIL JNK, может 

фосфорилировать Beclin-1, что приводит к аутофагической гибели клеток (Park et 

al., 2009). Также двойные функции могут зависеть от продолжительности 

активации пути, например, при длительной активации JNK через TNF происходит 

инициация апоптоза, в то время как кратковременная активация JNK 

способствует выживанию клеток (Ventura et al., 2006). Результат передачи сигнала 

TRAIL через JNK, как и в случае с белком cFLIP, зависит от изоформы 

полученной в результате альтернативного сплайсинга, например, в клеточных 
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линиях рака толстой кишки Colo205 и HCN15 короткие изоформы JNK1 (JNK1 α1 

и JNK1 β1) передают антиапоптотический сигнал, тогда как длинные изоформы 

(JNK1 α2 и JNK1 β2) передают проапоптотический сигнал (Mahalingam et al., 

2009). 

 

1.4.2.2 p38 MAPK 

Рядом авторов было показано, что TRAIL может активировать p38 MAPK за 

счет образования комплекса II, включающего в себя FADD, прокаспазу-8, RIP1 и 

TRAF2 (Varfolomeev et al., 2005). Также было показано, что повышение уровня 

активных форм кислорода (АФК) при TRAIL-индуцированном апоптозе в клетках 

HeLa ответственно за активацию каспазы и апоптотическую гибель (Lee et al., 

2002). TRAIL-индуцированная активация р38 происходит в клетках рака толстой 

кишки DLD1, однако в этих клетках ингибирование р38 не влияло на TRAIL-

опосредованную гибель клеток (Zhang et al., 2004). Также как и JNK, p38 может 

проявлять противоположные эффекты. В клетках рака предстательной железы 

TRAIL индуцировал фосфорилирование p38, вызывая активацию транскрипции 

Mcl-1, антиапоптотического белка семейства Bcl-2, что предотвращало 

апоптотическую гибель. Использование SB203580, ингибитора p38, повышало 

количество погибших после TRAIL-индуцированной гибели клеток (Son, 

Varadarajan, Bratton, 2010). Клетки карциномы молочной железы MCF-7, после 

ингибирования p38, также могут быть сенсибилизированы к TRAIL (Weldon et al., 

2004). Таким образом, активация p38 может либо подавлять, либо усиливать 

апоптотический эффект TRAIL. 

 

1.4.2.3 Протеинкиназы регулируемые внеклеточным сигналом (ERK) 

В литературных данных сообщается о возможности активации ERK с 

помощью TRAIL. В клетках нейробластомы SK-N-MC, происходило быстрое, в 

течение 20 минут от момента добавления TRAIL-индуцированное 

фосфорилирование ERK1/2 (Milani et al., 2004). Также, ингибирование ERK1/2 

может усиливать TRAIL-индуцируемую гибель клеток рака толстой кишки HT-29 

(Vaculová et al., 2006). Группой авторов при изучении клеточных линий 
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мелкоклеточного рака легкого (SCLC), дефицитных по каспазе-8, была показана 

TRAIL-R2-индуцированная пролиферация, которую можно предотвратить с 

помощью siRNA-опосредованного нокдауна или ингибированием ERK1/2 

(Belyanskaya et al., 2008). Для линий клеток меланомы человека было обнаружено 

TRAIL-индуцированное фосфорилирование ERK1/2 течение 30 минут после 

обработки, при этом ингибирование ERK1/2 приводило к подавлению экспрессии 

антиапоптотических белков Bcl-2, Bcl-XL и Mcl-1, что обеспечивало усиление 

TRAIL-индуцированной гибели по второму, митохондриальному типу в этих 

клетках (Zhang et al., 2003). Исследование устойчивых к TRAIL-индуцированной 

гибели клеток злокачественной глиомы человека, показало усиление 

пролиферации клеток при добавлении препаратов на основе TRAIL, что было 

связано с фосфорилированием и активацией ERK1/2. Использование ингибиторов 

MEK1 подавляло TRAIL-индуцированную активацию ERK1/2 и пролиферацию, 

но не повышало количество клеток чувствительных к TRAIL. Также, нокдаун 

cFLIP предотвращал TRAIL-индуцированную активацию ERK и приводил к 

частичной сенсибилизации для TRAIL-индуцированной гибели (Vilimanovich, 

Bumbasirevic, 2008). Подытоживая вышесказанное можно предположить, что 

TRAIL-индуцированная активация ERK, как правило связана с повышением 

выживания и пролиферации опухолевых клеток. 

 

1.4.2.4 TGF-β - активируемая киназа 1 

TGF-β - активируемая киназа 1 (TAK1) является членом семейства 

серин/треонинкиназ MAP3K, действующих выше MAP2K и MAPK, имеющих 

важную роль в общем пути MAPK (Nguyen et al., 2022). Активируется 

различными цитокинами, такими как фактор роста опухоли-β (TGF-β), фактор 

некроза опухоли-α (TNF-α), интерлейкин-1 (IL-1) и лиганды Toll-подобных 

рецепторов. TAK1 является ключевым регулятором активности субъединицы NF-

κB p65/RelA и MAPK. В клетках рака шейки матки (HeLa), TRAIL-

индуцированная активация TAK1, приводила к активации p65, JNK и p38, а siРНК 

нокдаун или ингибирование TAK1 химическими агентами приводило к 

повышению TRAIL-индуцированной гибели клеток (Choo et al., 2006). TRAIL-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3679459/#bib65
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3679459/#bib65
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индуцированная активация p38 в клетках рака предстательной железы, показанная 

в пункте 1.4.2.2, зависела от активации TAK1, это приводило к усилению 

транскрипции Mcl-1 и, как следствие, подавлению TRAIL-индуцированной 

гибели клеток (Son, Varadarajan, Bratton, 2010). Другой группой исследователей 

было показано, что блокирование TAK1 повышает чувствительность клеток к 

TRAIL-индуцированной гибели. Важным результатом, показанным в их 

исследовании, выполненном на эмбриональных фибробластах мыши (MEF) и 

кератиноцитах, полученных от мышей с нокаутом TAK1, а также на клеточных 

линиях остеосаркомы (Saos2) и HeLa после подавления экспрессии TAK1, 

повышение чувствительности клеток к TRAIL-индуцированной гибели 

происходило независимо от активности транскприционного фактора NF-κB. 

Воздействие TRAIL, при подавленной активности TAK1 приводило к накоплению 

АФК с последующей деградацией cIAP, что приводило к активации каспазы-3 и 

гибели клеток (Morioka et al., 2009). Резюмируя, TRAIL-индуцированная 

активация TAK1, приводит к повышению устойчивости клеток к гибели и 

реализуется через путь активации NF-κB, либо за счет активации JNK, p38. 

 

1.4.3 Протеинкиназа C 

В литературе присутствуют данные о двойном влиянии протеинкиназы C 

(PKC) и ее изоформ на TRAIL-индуцированную гибель. TRAIL-индуцированная 

активация PKC в резистентных клетках аденокарциномы поджелудочной железы 

(PancTul) оказывала антиапоптотическое действие, а использование Gö6983 

ингибитора PKC, повышало количество чувствительных к TRAIL клеток за счет 

снижения активации NF-κB. Также авторами была показана возможность 

активации PKC с помощью форбол-12-миристат-13-ацетата (PMA), после чего 

TRAIL-чувствительные клетки становились резистентными (Trauzold et al., 2001). 

Другая группа исследователей показала, что в клетках меланомы, чувствительных 

к TRAIL-индуцированной гибели, происходит ускоренное фосфорилирование 

PKC δ и PKC ε после добавления TRAIL, что приводило к выживанию клеток. 

Также ими было показано, что PMA-индуцированная активация PKC подавляла 

TRAIL-индуцированную гибель, подавляя активацию и транслокацию Bax, 
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проапоптотического белка семейства Bcl-2 в мембрану митохондрии и 

последующее формирование поры (Gillespie, Zhang, Hersey, 2005). 

Исследователями сообщалось, что активация изотипов PKC ɛ и PKC η 

внеклеточными стимулами, приводила к повышению устойчивости к TRAIL-

индуцированной гибели. Например, в клетках рака молочной железы (MCF-7) 

PKC ɛ приводит к активации Akt с последующим фосфорилированием Hdm2, 

который, в свою очередь, снижал экспрессию p53, что приводило к подавлению 

Bid и способствовало выживанию клеток (Shankar, Sivaprasad, Basu, 2008). 

Сообщалось, что активация PKC может ингибировать рекрутирование FADD и 

прокаспазы-8 в DISC (Harper et al., 2003). Также было показано, что все изоформы 

PKC α, β, δ, ε, ζ и ι участвуют в формировании агрессивного фенотипа рака 

поджелудочной железы и участвуют в регуляции независимого от прикрепления 

роста опухолевых клеток (Fleming, Storz, 2017). 

Помимо подавления TRAIL-индуцированной гибели, активация α, β, γ 

изоформ PKC с помощью PMA или Bryostatin-1 может приводить к увеличению 

экспрессии Bad, проапоптотического белка семейства Bcl-2, и рецепторов к 

TRAIL, что приводит к сенсибилизации TRAIL-индуцированной гибели (Farrow et 

al., 2002). Активация α и β изоформ PKC при немелкоклеточном раке легкого 

(NSCLC) приводило к повышению экспрессии TRAIL-R2/DR5 и повышало 

чувствительность клеток к TRAIL-индуцированной гибели (Chen et al., 2007). 

Таким образом, оказывается, что активация изоформ PKC, включая TRAIL-

индуцированную, могут приводить как к ингибированию TRAIL-индуцированной 

гибели, так и усиливать ее, что зависит от типа клеток и их физиологического 

состояния. 

 

1.4.4 Фосфатидилинозитол-3-киназы 

Одним из важных путей пролиферации и выживания клеток является 

связанный с фосфатидилинозитид-3-киназами (PI3K) и реализуемый через Akt 

или протеинкиназу B (PKB) (He et al., 2021) (Рисунок 7). Повышение активности 

пути PI3K/Akt было обнаружено при многих злокачественных новообразованиях 

(Vara et al., 2004). В иммортализованных клетках T-лимфоцитов (Jurkat), 
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добавление TRAIL вызывало фосфорилирование PI3K и Akt в течение 30 минут, а 

добавление LY294002, являющегося специфическим ингибитором клеточных 

фосфатидилинозитид-3-киназ, повышало чувствительность клеток к TRAIL-

индуцированной гибели (Zauli et al., 2005). Ранее, несколькими группами было 

показано, что PI3K/Akt способен напрямую фосфорилировать и активировать 

передачу сигналов p65 и NF-κB, что приводит к повышенной экспрессии 

антиапоптотических генов. Поэтому повышение чувствительности к TRAIL-

индуцированной гибели можно связать со снижением ядерной транслокации NF-

κB p65 (He et al., 2021; Nidai Ozes et al., 1999; Tanaka, Fujita, Tsuruo, 2005; Wang, 

Baldwin, 1998). Также, TRAIL-индуцированное фосфорилирование Akt было 

показано для других опухолевых клеток. Например, в устойчивых к TRAIL-

индуцированной гибели клеточных линиях рака яичников (SKOV3) и рака 

молочной железы (T47D) в течение нескольких часов после воздействия TRAIL 

происходило фосфорилирование Akt и его субстрата, серин/треонинкиназы mTOR 

(мишень рапамицина у млекопитающих) (Xu et al., 2010). Добавление LY294002 

может сенсибилизировать клетки к TRAIL, помимо этого повысить 

чувствительность можно путем восстановления экспрессии гена-супрессора 

опухоли PTEN (гомолог фосфатазы и тензина) в PTEN-негативных опухолевых 

клетках. PTEN ингибирует путь PI3K/Akt путем дефосфорилирования 

фосфатидилинозитол-(3,4,5)-трифосфата (PIP3), кофактора активации Akt. 

TRAIL-индуцированное фосфорилирование Akt происходит в TRAIL-

резистентных клетках немелкоклеточного рака легкого линии H460 и 

чувствительных к TRAIL клетках аденокарциномы предстательной железы линии 

DU-145 (Azijli et al., 2012). 
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Рисунок 7. Эффекторы сигнального пути PI3K/Akt и их клеточные функции. 
Активация передачи сигналов Akt может стимулировать (стрелки) или 
ингибировать (блокирующие стрелки) фосфорилирование нижестоящих 
эффекторов. Адаптировано на основании (He et al., 2021). 

 

Группа исследователей, моделируя развитие устойчивости к TRAIL-

индуцированной гибели с использованием клеточных линий аденокарциномы 

предстательной железы человека DU-145 и карциномы поджелудочной железы 

человека MiaPaCa-2 показала роль нерецепторных протеинкиназ (Src) и 

убиквитин-протеинлигазы Е3 B-лимфомы Casitas (c-Cbl) в TRAIL-

индуцированной активации Akt (Song et al., 2010). Основываясь на работе с той 

же клеточной линией DU-145, ими было выдвинуто предположение, что Akt 

фосфорилирует свой субстрат Bad, проапоптотический белок семейства Bcl-2, что 

приводит к инактивации его функции, состоящей в связывании ингибитора 

апоптоза Bcl-XL и подавлению митохондриального апоптоза (Song et al., 2007). 

Выдвинутое предположение о возможности Akt фосфорилировать Bad с потерей 



39 

 

им возможность связывать Bcl-XL и Bcl-2, была подтверждено другими группами 

исследователей (Sastry, Ibrahim, Chouchane, 2020). Также был идентифицирован 

TRAIL-индуцируемый путь активации Akt, который включал каскад p38 с 

последующим фосфорилированием белка теплового шока (HSP27), необходимым 

для каталитической активации Akt (Sun et al., 2011). Таким образом, TRAIL-

индуцированная активация пути PI3K/Akt была продемонстрирована на 

нескольких моделях опухолей и было показано, что ингибирование этого пути 

повышает чувствительность к апоптозу. 

 

1.4.5 C-терминальная Src протеинкиназа 

Как было показано выше для клеток линии DU-145 TRAIL-индуцированная 

активация Akt была опосредована нерецепторной тирозинкиназой (Src) и при 

использовании селективного для тирозинкиназ семейства SRC ингибитора PP2, 

заметно снижалось TRAIL-индуцированное фосфорилирование Akt (Song et al., 

2010). Ингибирование Src может восстанавливать чувствительность к TRAIL-

индуцированной гибели в резистентных клетках карциномы печени путем 

облегчения расщепления каспазы-8 (De Toni et al., 2007). По механизму действия 

Src напрямую связан с устойчивостью к апоптозу. Группой исследователей на 

модели мыши было показано, что выживание метастатических клеток рака 

молочной железы в костях зависело от Src. Полученные ими результаты 

подтверждали данные клинических исследований полученные методом 

биоинформатического анализа, где была продемонстрирована связь между 

активацией Src и устойчивостью к продуцируемому микроокружением TRAIL, 

что позволяло выживать клеткам диссеминированного рака молочной железы в 

костном мозге (Zhang и др., 2009). Было показано, что помимо активации пути 

Akt, Src может самостоятельно прерывать сигналы от рецепторов смерти. При 

активации нерецепторных киназ через эпидермальный фактор роста (EGF), 

происходит Src-опосредованное фосфорилирование прокаспазы-8 по тирозину 

380, тем самым предотвращая образование активных форм каспазы-8 (Cursi et al., 

2006). Также была показана возможность непрямой TRAIL-индуцированной 

активации механизмов выживания через Src, включающая непрямую активацию 



40 

 

рецептора EGF (EGFR). В клетках колоректального рака (CRC), при связывании 

TRAIL со своими рецепторами может стимулироваться передача сигналов 

членами семейства эпидермальных рецепторов (HER) человека, EGFR и HER2. 

При этом происходит активация киназ семейства Src, которые активируют члена 

семейства металлопротеиназ (ADAM) ADAM-17, основная роль которого 

заключается в отщеплении трансформирующего фактора роста-α (TGF-α). Далее 

TGF-α, являющийся лигандом EGFR, активировал передачу сигналов выживания 

EGFR/HER2 аутокринным и паракринным образом (Van Schaeybroeck et al., 2008). 

Таким образом можно предположить, что активация нерецепторных киназ связана 

с передачей сигналов TRAIL и устойчивостью к гибели. 

 

1.5 Применение TRAIL как терапевтического препарата 

 

Накопленные данные о структуре TRAIL, сигнальном пути и механизмах его 

действия, а также достаточном количестве результатов, свидетельствующих о 

том, что TRAIL избирательно индуцирует гибель в онкологически 

трансформированных клетках, не затрагивая при этом нормальные клетки 

(Alizadeh Zeinabad, Szegezdi, 2022) подтолкнули исследователей начать 

разработку фармакологических препаратов, агонистов рецепторов TRAIL. 

Агонисты включают две две большие группы: рекомбинантные TRAIL и 

антитела-агонисты против рецепторов TRAIL. 

 

1.5.1 Рекомбинантный человеческий TRAIL 

Одной из первых рекомбинантных форм цитокина TRAIL не содержащей 

меток и доказавшей свою эффективность стал AMG951 известный под торговым 

названием Dulanermin (Ashkenazi et al., 1999). Он состоит из С-концевой части 

внеклеточного домена TRAIL человека и включает аминокислоты 114—281 

(von Karstedt, Montinaro, Walczak, 2017). Dulanermin дошел до фазы II у пациентов 

с немелкоклеточным раком лёгкого (НМРЛ) и В-клеточными лимфомами (Cheah 

et al., 2015; Soria et al., 2011). В 2018 году было завершено клиническое 

исследование фазы III, в котором приняли участие 452 пациента с НМРЛ стадии 
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IIIB и IV. Исследование рандомизированное с контролем плацебо, распределение 

пациентов по группам было случайным, исследуемая группа получала 

дуланермин в сочетании с химиотерапией (винорелбин и цисплатин), контрольная 

группа - плацебо в сочетании с химиотерапией. Несмотря на положительные 

оценки, например, выживаемость без прогрессии заболевания составила 6,4 

месяца по сравнению с 3,5 месяца в группе плацебо, повышение частоты 

объективных ответов, коэффициент выживаемости в контрольной группы по 

сравнению с группой плацебо не улучшился (Ouyang et al., 2018). Другим 

рекомбинантным TRAIL, прошедшим клинические испытания, стал TRAIL с 

циклической пермутацией (CPT). Ранние клинические испытания показали 

хорошую переносимость КПТ отдельно или в составе комбинированной терапии 

(Micheau, Shirley, Dufour, 2013). CPT проявлял более сильную проапоптотическую 

активность, чем Dulanermin, но показал тяжелые побочные эффекты, например, 

CPT-опосредованное повреждение печени во время проведения II фазы (Chen et 

al., 2012b; Fang, Wang, Yang, 2005). 

Также другим коллективом авторов был создан мутантный вариант 

рекомбинантного человеческого белка TRAIL DR5-B, селективно связывающийся 

с проапоптотическим рецептором DR5 (Gasparian и др., 2009). 

Следующий рекомбинантный полностью человеческий слитый TRAIL-

тример SCB-313, испытания которого начаты с 2019 года. В настоящее время 

участвует в пяти клинических испытаниях со следующими показаниями: 

злокачественный асцит, перитонеальный карциноматоз и злокачественные 

плевральные выпоты. Но его эффективность и безопасность еще предстоит 

определить. 

 

1.5.2 TRAIL-производные 

Для улучшения фармакокинетической активности, целевой специфичности и 

увеличения периода полураспада были разработаны производные TRAIL. 

Одноцепочечные вариабельные фрагменты TRAIL (scFv-TRAIL) повышают 

эффективность уничтожения опухоли, и включают две основные группы. Первая 

группа молекул обеспечивает двойное нацеливание за счет конструирования scFv-
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TRAIL совместно с опухолеассоциированным антигеном, таким как 

эпидермальный фактор роста (EGFR), белок множественной лекарственной 

устойчивости (MRP3), мезотелин и др. Вторая группа молекул scFv представляет 

собой рекомбинантные белки нацеленные на антигены иммунных клеток, такие 

как CD25, CD47, PD-L1 и многие другие (Dubuisson, Micheau, 2017). 

В случае производного scFv-PD-L1 нагружает иммуносупрессивные PD-L1 

экспрессирующие миелоидные клетки (дендритные и макрофаги), молекулой 

TRAIL. За счет конкурентного связывания с PD-L1 оно ингибирует 

взаимодействие PD-1/PD-L1 и восстанавливает противоопухолевый иммунитет, а 

поскольку оно также загружает иммунные клетки рекомбинантным TRAIL, то 

обеспечивает TRAIL-индуцированную гибель опухолевых клеток-мишеней 

(Hendriks et al., 2016). 

 

1.5.3 TRAIL-конъюгаты, слитые белки и генно-инженерные 

модификации 

С целью преодоления резистентности к TRAIL постоянно идут разработки 

новых рекомбинантных форм. Одним из подходов стала конъюгация TRAIL с 

цитотоксическими препаратами. Конъюгат TRAIL с монометилауристатином E 

(MMAE), PEG-TRAIL-vcMMAE, обеспечивает мощный противоопухолевый ответ 

в моделях ксенотрансплантата карциномы молочной железы у животных. Также, 

этот гетеромодифицированный TRAIL показал отличные фармакокинетические 

свойства, в том числе повышение периода полувыведения до 11,54 часа при 

минимальной токсичности (Pan et al., 2015). Испытания на животных моделях 

показали хорошие результаты для AD-O53.2, представляющим собой конъюгат 

TRAIL с пептидом полученным из белка Smac/DIABLO, внутриклеточного 

ингибитора XIAP (Pieczykolan et al., 2014). Другим подходом стало создание 

коньюгата TRAIL с циклическим пептидом iRGD, обеспечивающими улучшенное 

проникновение коньюгата в опухолевые ткани и специфическое связывание с 

интегринами αVβ3 или αVβ5, биспецифического белка DR5-B-iRGD. Полученный 

коньюгат продемонстрировал цитотоксичность не только на клеточных линиях 

глиобластомы, но и на первичных клетках глиобластомы способных к спонтанной 
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агрегации в трехмерные сфероиды. Также противоопухолевый эффект DR5-B-

iRGD был подтвержден в исследованиях in vivo на модели подкожного 

ксенотрансплантата клеточной линии глиобластомы человека U-87 мышам 

BALB/c nu/nu (Yagolovich et al., 2022). 

Вступил в фазу I клинических испытаний белок ABBV-621, состоящий из 

трех связывающих доменов рецептора TRAIL и домена Fc иммуноглобулина G 

человека. Исследуется эффективность как в моно, так и в комбинированной 

терапии при лечении солидных или гематологических злокачественных 

новообразований. По имеющимся предварительным результатам, 

опубликованным исследователями, ABBV-621, в основном, поддерживает 

стабильность течения заболевания (Calvo et al., 2019; Ratain et al., 2019). 

Для улучшения доставки TRAIL разрабатываются новые подходы. Первый, 

завершающий II фазу испытаний, заключается в использовании мезенхимальных 

стромальных клеток, генетически модифицированных для экспрессии TRAIL, 

MSCTRAIL, был представлен в исследовании, начатом в 2019 году 

(Clinicaltrails.gov NCT03298763). Второй, основан на терапии химерным 

антигенным рецептором (CAR), использование которого произвело революцию в 

Т-клеточная терапии запущенных В-клеточных лейкозов и лимфом (Pehlivan, 

Duncan, Lee, 2018). Этот подход позволяет генно-инженерным Т-клеткам 

связываться подобно антителам без молекул MHC, что обеспечивает высокую 

эффективность связывания и специфичность к опухолевым клеткам (Feins et al., 

2019). К сегодняшнему дню было сконструировано только одно CAR антитело к 

рецептору TRAIL-R1 (TR1-svFv-CAR), оценка которого проводилась в условиях 

in vitro. В этой модели TR1-svFv-CAR проявлял как посредством индукции путей 

TRAIL, так и CAR-индуцированного цитолиза (Kobayashi et al., 2014). 

 

1.5.4 Агонистические антитела TRAIL-R 

Для преодоления ограничений рекомбинантного TRAIL были начаты 

разработки моноклональных антител-агонистов к рецепторам TRAIL, которые 

специфически связываются либо с TRAIL-R1 (DR4), либо с TRAIL-R2 (DR5) с 

высокой аффинностью. В доклинических моделях было показано, что механизм 

https://www-frontiersin-org.translate.goog/articles/10.3389/fmolb.2021.628332/full?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=ru&_x_tr_hl=ru#B41
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действия агонистических антител к TRAIL-R вызывает антителозависимую 

клеточную цитотоксичность и комплементзависимый цитолиз (Dai et al., 2015; 

Qiu et al., 2012). 

 

1.5.4.1 Агонистические антитела TRAIL-R1 

Для TRAIL-R1 были разработаны различные антитела-агонисты, но только 

антитело HGS-ETR1, также известное как Mapatumumab. Оно прошло 

клинические испытания на людях и достигло второй фазы клинических 

испытаний (Chuntharapai et al., 2001; Dai et al., 2015; Medler et al., 2019). 

Mapatumumab показал хорошую переносимость и прошел испытания при лечении 

НМРЛ, множественной миеломы, неходжкинской лимфомы и гепатоцеллюлярной 

карциномы. В I и II фазе клинических испытаний Mapatumumab 

продемонстрировал отличный профиль безопасности, вызывал полный или 

частичный клинический ответ при введении в качестве монотерапии у пациентов 

с фолликулярной неходжкинской лимфомой. (Younes et al., 2010). Последующие 

испытания II фазы не подтвердили эффективность, поэтому клинические 

испытания фазы III еще не начаты. Также проводили оценку эффективности 

комбинированной терапии, но большинство комбинаций не показали улучшение 

частоты ответа (Micheau, Shirley, Dufour, 2013). 

 

1.5.4.2 Агонистические антитела TRAIL-R2 

В отличие от DR4, для DR5 было разработано намного больше 

моноклональных антител. К ним относятся Conatumumab (AMG655), Drozitumab 

(PRO955780), Lexatumumab (HGS-TR2), LBY135, Tigatuzumab (CS-1008) и DS-

8273a, как полностью человеческих, так и гуманизированные и мышино-

человеческие. Несмотря на обнадеживающие показатели доклинических 

иследований, результаты клинических испытаний оказались неутешительными. 

Большинство этих антител оказались относительно безопасными и хорошо 

переносимыми пациентами, но ни одно из них не показало достаточных 

клинических преимуществ. В лучшем случае они индуцировали стабилизацию 
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заболевания, но ни одно из них не улучшало показатели ответа, независимо от 

того, использовались ли они отдельно или в сочетании с химиотерапией.  

В настоящее время начато нерандомизированное многоцентровое 

исследование фазы I нового рекомбинантного гуманизированного 

четырехвалентного антитела INBRX-109, нацеленного на TRAIL-R2, идет набор 

пациентов с местнораспространенными или метастатическими солидными 

опухолями, включая саркомы (ClinicalTrials.gov NCT03715933). 

 

1.5.4.3 Новые поливалентные антитела 

Так как использование моноклональных агонистических антител TRAIL-

R1/R2 не приводило к улучшению выживаемости больных в клинических 

испытаниях, было выдвинуто предположение, что основное препятствие 

заключается в недостаточной способности этих агентов индуцировать 

кластеризацию TRAIL-R, необходимую для индукции апоптоза. По этой причине 

были разработаны мультивалентные антитела против DR4 и анти-DR5, которые 

показали более высокую эффективность по сравнению с моновалентными и 

двухвалентными антителами (Dubuisson, Micheau, 2017). Разработка 

поливалентных антител направлена в основном на DR5 рецепторы. Были 

разработаны четырехвалентные производные sc-Fv:DR5 и одноцепочечное 

нанотело scFv:DR5, которые прекрасно показали себя в доклинических моделях, 

но scFv:DR5 вызывало с гепатотоксичность в фазе I клинических испытаний (Liu 

et al., 2015; Papadopoulos et al., 2015). В настоящее время проходят клинические 

испытания фазы I с молекулами HexaBody, специфичными для DR5 

(ClinicalTrials.gov NCT03576131), четырехвалентным анти-DR5 INBRX-109 

(ClinicalTrials.gov NCT03715933) или поливалентным агонистом IgM DR5 

(ClinicalTrials.gov NCT04553692) для лечения солидных опухолей.  

Также ведется разработка биспецифичных антител, например, Fc-слитый 

крингл-домен (KD548-Fc) обладающий двойной специфичностью DR4/DR5, он 

интересен тем, что способен индуцировать TRAIL- и АФК-опосредованную 

гибель клеток (Jeong et al., 2014). Биспецифические антитела тестируются для 

различных новообразований, хорошие доклинические результаты были получены 
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с MCSP (ассоциированный с меланомой хондроитинсульфатный протеогликан) и 

биспецифическим четырехвалентным антителом DR5, которое позволяло 

селективно индуцировать DR5-зависимую гибель в клетках меланомы, 

экспрессирующих MCSP (Dobson et al., 2009; Dubuisson, Micheau, 2017; He et al., 

2016). 

 

1.5.5 Комбинированные стратегии 

Как уже говорилось, часть опухолей по разным причинам устойчивы к 

TRAIL (Dai et al., 2015; Qiu et al., 2012; Wajant, 2019). В таком случае, 

использование TRAIL в комбинации с физическими или фармакологическими 

терапевтическими подходами может привести к повышению общей 

выживаемости и обеспечить более эффективную терапию. Агонистические 

антитела и рекомбинантный TRAIL доказали хорошие профили безопасности, 

следовательно, их можно комбинировать с химиотерапией и/или лучевой 

терапией. Например, применение Mapatumumab в сочетании с облучением для 

клеточных линий рака шейки матки усиливало апоптотическую гибель клеток с 

51 до 83% по сравнению с монотерапией Mapatumumab (ClinicalTrials.gov 

NCT01088347). Также было показано, что конститутивно устойчивые к TRAIL 

опухоли могут терять резистентный фенотип при использовании химио- или 

лучевой терапии (Quintavalle, Condorelli, 2012). Подтверждение такой 

возможности было получено в исследовании, в рамках которого добавление 

Dulanermin к химиотерапии обеспечило лучший клинический эффект для 

пациентов с распространенным НМРЛ (Ouyang et al., 2018). 

Биологическая, таргетная и иммунотерапия могут улучшать общую 

выживаемость при различных злокачественных новообразованиях, также было 

показано, что они могут в значительной степени влиять на микроокружение 

опухоли (Hirata, Sahai, 2017; Schirrmacher, 2018). Используя эти подходы, можно 

преодолеть устойчивость опухолевых клеток и поддерживать терапию на основе 

TRAIL. Синергический эффект от использования таргетной терапии наблюдался в 

исследованиях Mapatumumab с сорафенибом (ClinicalTrials.gov NCT01258608) и 

бортезомидом (ClinicalTrials.gov NCT00315757), в то время как биологическая 
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терапия в основном применялась в комбинации Dulanermin с Ритуксимабом 

(ClinicalTrials.gov NCT00400764) и Бевацизумабом (ClinicalTrials.gov 

NCT00508625). 

Коллективом нашей лаборатории было показано, что использование TRAIL 

совместно с нетоксической концентрацией сорафениба, эффективно подавляет 

резистентность в конфлюэнтных культурах и сфероидах in vitro. Сорафениб в 

сочетании с циклическим пептидом iRGD значительно улучшал 

противоопухолевый эффект рекомбинантного белка izTRAIL в 

ксенотрансплантатах фибросаркомы человека HT-1080 у мышей BALB/c nude 

(Fadeev et al., 2019). 

 

1.6 Возможные причины формирования резистентности к TRAIL 

 

Несмотря на преимущества и перспективы использования TRAIL в терапии 

онкологических заболеваний, исследования in vitro и in vivo показывают, что 

несмотря на то, что часть клеточных линий обладают конститутивной 

устойчивостью к действию TRAIL, большинство чувствительны к TRAIL-

опосредованной гибели, но могут приобретать резистентность. Большое влияние 

на формирование устойчивости оказывает эволюция генома опухоли под 

давлением отбора. Накопленные исследователями данные показывают, что 

устойчивость опухолевых клеток к TRAIL-индуцированной гибели может 

включать множество причин и возникать на любом этапе сигнального каскада 

TRAIL, например, при активации нецитотоксических путей, как было показано 

выше в разделе 1.4.  
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Рисунок 8. Нарушение регуляции TRAIL-индуцированной гибели. Механизмами, 
ингибирующими апоптоз, являются: (1) нарушение баланса между 
проапоптотическими и антиапоптотическими белками; (2) снижение функции 
каспазы; (3) подавление экспрессии рецепторов на поверхности и подавлением 
гликозилирования. Адаптировано на основании (Wong et al., 2019). 

Ниже будут рассмотрены некоторые механизмы участвующие в нарушении 

регуляции TRAIL-индуцированной гибели, включая: нарушение передачи 

сигналов рецептора смерти, снижение функции каспазы, нарушение баланса 

проапоптотических и антиапоптотических белков, подавление гликозилирования 

и другие (Ching, 2018; Wong, 2011) (Рисунок 8). 

 

1.6.1 Нарушение передачи сигналов через рецепторы 

1.6.1.1 Интернализация рецепторов 

Первыми ключевыми участниками запуска TRAIL-опосредованной гибели 

являются рецепторы и связанные с ними лиганды. Было обнаружено несколько 

аномалий в путях передачи сигнала, которые приводят к уклонению от внешнего 

пути, одна из которых представляет собой подавление поверхностной экспрессии 

рецепторов к TRAIL (Wong, 2011). Отсутствие экспрессии проапоптотических 

рецепторов на наружной мембране ограничивает чувствительность опухолевых 
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клеток к TRAIL-индуцированной гибели (Di et al., 2013; Rahman, Pumphrey, 

Lipkowitz, 2009). При этом ряд исследователей сообщали, что уровни экспрессии 

мРНК и количество белка DR4 и DR5 не коррелируют с устойчивостью к TRAIL, 

например, чувствительная к TRAIL линия клеток рака молочной железы MDA-

MD-231 с высокой экспрессией DR4 и DR5 может использовать подавление DR4 

и/или DR5 на клеточной поверхности в качестве механизма позволяющего ей 

избегать запуска TRAIL-индуцированной гибели (Chen et al., 2012a; Rahman et al., 

2009; Zhang, Zhang, 2008). Отсутствие корреляции было подтверждено 

результатами иммуногистохимического анализа биоптатов рака молочной 

железы, которые показали неправильную локализацию проапоптотических 

рецепторов в цитоплазме и ядрах клеток (Chen et al., 2012a). Потеря экспрессии 

проапоптотических рецепторов на наружной мембране может быть связана с 

интернализацией посредством клатрин-опосредованного эндоцитоза, основным 

регулятором которого является белок Dynamin1 (Dyn1). Дефосфорилирование 

Dyn1 активирует механизм клатрин-опосредованного эндоцитоза, который затем 

вызывает эндоцитоз проапоптотических рецепторов, тем самым снижая 

чувствительность к TRAIL-индуцированной гибели (Austin et al., 2006; Reis et al., 

2017). Помимо эндоцитоза, в клетках может нарушаться транспорт 

проапоптотических рецепторов к плазматической мембране. Группой 

исследователей на нескольких клеточных линиях было показано, что 

оверэкспрессия цитокератинов K8 и K18 подавляет транспорт DR5, задерживая 

его в ядерном и перинуклеарном компартментах. При этом TRAIL-DR4-

опосредованная гибель не изменялась. Нокдаун цитокератинов K8/18, 

восстанавливал экспрессию DR5 на поверхности клеточной мембраны и TRAIL-

DR5-опосредованную гибель (Bozza, Zhang, Zhang, 2018). 

 

1.6.1.2 Влияние гликозилирования рецепторов на устойчивость к TRAIL 

Как уже говорилось выше, важным фактором, определяющим возможность 

кластеризации рецепторов, а, следовательно, влияющим на чувствительность к 

TRAIL является посттрансляционная модификация рецепторов. Например, 

гликозилирование рецепторов смерти увеличивало TRAIL-индуцированную 
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гибель в опухолевых клетках (Dufour et al., 2017; Twomey et al., 2015; Wagner et 

al., 2007). Гликозилирование эволюционно консервативный механизм, оно 

заключается в присоединение гликанов к определенным участкам белка, чаще 

всего к аспарагину (N-связанные) и/или серин/треонину (O-связанные) (Trivedi, 

Mishra, 2015; Twomey et al., 2015). Катализатором процесса выступает N- 

ацетилгалактозаминтрансферазой 14 (GALNT14), в дельнейшем процессинг 

осуществляется фукозилтрансферазой (FUT). Предполагается, что O-

гликозилирование может поддерживать стабильность мембраны и предотвращать 

эндоцитоз рецепторов. Также, этот процесс играет важную роль в облегчении 

кластеризации рецепторов смерти при связывании лиганда, таким образом 

участвует в формировании DISC и влияет на активацию каспазных каскадов 

(Twomey et al., 2015; Wagner et al., 2007). Полногеномное исследование 

чувствительных и резистентных к TRAIL-индуцированной гибели опухолевых 

клеток показало более высокую экспрессию мРНК GALNT14 в TRAIL-

чувствительных клетках по отношению к TRAIL-резистентным клеткам. 

Проведенные дополнительно исследования с использованием нокдауна и 

фармакологического ингибирования ферментов O-гликозилирования, показали, 

что делеция или подавленная активность GALNT14 снижает чувствительность 

опухолевых клеток к TRAIL-индуцированной гибели (Wagner et al., 2007). 

Вышеописанное влияние О-гликозилирования показано для рецепторов DR5, для 

DR4 аналогичную функцию выполняет N-гликозилирование (Dufour et al., 2017). 

Фукозилирование представляет собой присоединение остатка L-фукозы к 

олигосахариду или белку и является одним из наиболее важных вариантов 

гликозилирования у опухолевых клеток (Moriwaki, 2010). Общей чертой передачи 

сигналов через проапоптотическик рецепторы является образование DISC и 

вторичной независимой сигнальной платформы в цитоплазме (называемой 

комплексом II), основной функцией которой является усиление генерации 

активной каспазы-8 в цитозоле (Lavrik et al., 2008). Дефицит фукозилирования 

может влиять на передачу сигналов в DISC и ведет к образованию комплекса II. 

Снижение фукозилирования, связанное с мутацией GDP-маннозо-4,6-дегидратазы 

(GMDS), фермента, ответственного за фукозилирование, повышает устойчивость 
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к TRAIL-индуцированной гибели. Например, дефицит GMDS индуцирует 

приобретение устойчивости к TRAIL в клетках рака толстой кишки человека и 

позволяет им ускользать от противоопухолевого контроля, реализуемого NK-

клетками (Miyoshi et al., 2012; Moriwaki, Shinzaki, Miyoshi, 2011; Moriwaki et al., 

2009). В другом исследовании было показано, что эпигенетическая регуляция 

фукозилирования может усиливать TRAIL-индуцированную гибель. Для этого 19 

клеточных линий были обработаны зебуларином, ингибитором ДНК-

метитрансферазы, после чего увеличивалась экспрессия генов, отвечающих за 

фукозилирование. Что примечательно, синергетический эффект не зависел от 

увеличения экспрессии рецепторов к TRAIL и прокаспазы-8 (Moriwaki et al., 

2010). Таким образом, уровень фукозилирования у опухолевых клеток может 

выступать в роли биомаркера для прогнозирования эффективности таргетной 

терапии TRAIL. А также выступать в роли мишени для подавления устойчивости 

к TRAIL-индуцированной гибели (Moriwaki, 2010). 

 

1.6.2 Влияние cFLIP 

Белок ингибирующий клеточный FADD-подобный IL-1P-превращающий 

фермент (cFLIP), является членом семейства белков, которые могут ингибировать 

апоптоз, имеет гомологию с каспазой-8, но не обладает протеазной активностью 

для индукции апоптоза (Bagnoli, Canevari, Mezzanzanica, 2010; Safa, 2012; Shirley, 

Micheau, 2013). cFlip является плейотропным белком, в исследованиях in vivo 

было обнаружено, что на ранних стадиях развития cFLIP необходим для 

регуляции пролиферации Т-клеток и развития сердца (Yeh et al., 2000; Zhang, 

Hopkins, He, 2008). На более поздних стадиях cFLIP может участвовать в 

негативной регуляции передачи сигналов апоптоза. Как было рассмотрено выше, 

в разделе 1.3.1, существует 3 изоформы белка cFLIP: длинная форма cFLIP 56 кДа 

(cFLIPL ), короткая форма cFLIP 26 кДа (cFLIPS) и 24 кДа изоформа Raji cFLIP 

(cFLIPR), которые могут вести себя по разному после рекрутирования их в DISC. 

Основная негативная роль cFLIP проявляется при активации альтернативных 

нецитотоксических путей, когда происходит активация транскрипционных 

факторов, например NF-κB, под контролем которого находятся гены в том числе 
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cFLIP. В таком случае, возможная гиперэкспрессия любой из форм приводит к 

блокированию передачи внешнего сигнала клеточной гибели (Liu et al., 2017; 

Micheau et al., 2001; Smyth et al., 2020). 

 

1.6.3 Ингибирование функции каспаз 

Белки-ингибиторы апоптоза (IAP) играют важную роль на передачу сигналов 

как внешнего, так и внутреннего путей апоптоза посредством ингибирования 

активности каспаз. Высокая экспрессия белков IAP часто связана со снижением 

выживаемости, плохим прогнозом и развитием химиорезистентности у 

онкологических больных (Engesæter et al., 2011; Hussain et al., 2017; Zhang et al., 

2011). Семейство IAP объединяется в группу по наличию хотя бы одного 

консервативного домена бакуловирусного IAP повтора (BIR), включает 8 

представителей, структура которых представлена на рисунке 9 ниже. BIR имеет 

ключевое значение при взаимодействии IAP со своими белками партнерами, 

которое выражается в двух вариантах. Первый реализуется через наличие 

гидрофобной бороздки в доменах BIR2 и BIR3 представленных на cIAP1/2 и 

XIAP, а также в единственном домене ML-IAP/LIVIN. Эта борозда специфически 

закрепляет IAP-связывающий мотив (IBM). Наиболее охарактеризованными IBM-

несущими белками являются эффекторные каспазы-3, -7, -9 (Kulathila et al., 2009; 

Srinivasula et al., 2001; Huang et al., 2001) и антагонисты IAP – второй 

митохондриальный ингибитор каспаз (Smac) и высокотемпературный белок A2 

(HtrA2), которые конкурируют с каспазами за связывание с IAP (Liu et al., 2000; 

Van Loo et al., 2002; Wu et al., 2000). Второй режим взаимодействия не зависит от 

наличия IBM и реализуется через BIR1. Это взаимодействие связано с 

промежуточными, вышестоящими звеньями внутриклеточной передачи сигналов. 

Например, BIR1 домен расположенный на cIAP1/2 позволяет им 

взаимодействовать с TRAF2, а расположенный на XIAP позволяет ему 

взаимодействовать с TAK1, что позволяет cIAP1/2 и XIAP принимать участие в 

активации нецитотоксических путях TRAIL описанных выше (Lu et al., 2007; 

Samuel et al., 2006; Varfolomeev et al., 2006). 
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Рисунок 9. Структура белков IAP человека. Все белки IAP содержат по крайней 
мере один домен бакуловирусных IAP повторов (BIR). Дополнительными 
доменами являются NACHT (домен, присутствующий в NAIP, трансактиватор 
MHC класса II (CIITA), синтаза 20-гидроксиэйкозатетраеновой кислоты (HET-
E) и переходный белок 1 (TP1)), богатый лейцином повтор (LRR), убиквитин-
ассоциированный (UBA), домен рекрутирования каспазы (CARD), убиквитин-
конъюгирующий (UBC) и RING. Адаптировано из [Dubrez, Fulda, 2017] 

 

Другим важным функциональным доменом является домен RING, 

присутствующий на cIAP1/2, XIAP, ML-IAP/LIVIN и ILP2. RING представляет 

собой домен цинковых пальцев, дающий активность E3-лигазе в процессе 

убиквитинирования специфического субстрата (Heride, Urbé, Clague, 2014). 

Связывание субстрата с BIR модифицирует конформацию белка и способствует 

димеризации RING, которая необходима для рекрутирования E2-

конъюгирующего фермента и для конъюгации убиквитина с лизином субстрата-

мишени (Dueber et al., 2011; Feltham et al., 2011). Активность E3-лигазы IAP 

контролируется доменом UBA (ассоциированным с убиквитином), который 

способствует привлечению заряженного убиквитином E2-конъюгирующего 

фермента, и CARD (домен рекрутирования каспаз), который стабилизирует cIAP в 
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неактивной мономерной конформации (Budhidarmo, Day, 2014; Lopez et al., 2011). 

В дальнейшем убиквитинированные эффекторные каспазы подвергаются 

протеосомной деградации, что приводит к выживанию клеток. 

Также, белки семейства IAP являются важными регуляторами врожденного 

иммунитета и, что особенно важно, воспаления. В исследованиях было показано, 

что они положительно регулируют активацию MAPK, IRF и канонического пути 

NF-κB, способствуя выживанию клеток (Estornes, Bertrand, 2015). 

 

1.6.4 Нарушение баланса Bcl-2 белков 

Как упоминалось выше, внутренний путь апоптоза реализуемый через 

митохондрии обычно регулируется семейством белков Bcl-2, которое имеет 

четыре общих домена гомологии Bcl (BH1-4), за исключением белков, 

содержащих только BH-3 (Thomas et al., 2013; Zhang, Fang, 2005). К ним 

относятся антиапоптотические белки: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, A1; 

проапоптотические эффекторные белки: Bax, Bak, Bok; белки, содержащие только 

BH-3: Bid, Bim, Puma, Noxa, Bik. Исследования структуры показали важность 

взаимодействия этих белковых доменов для проявления про- и 

антиапоптотических эффектов. Например, проапоптотические белки 

нейтрализуют антиапоптотическую активность, чтобы устранить препятствие в 

индукции апоптоза во время цитотоксического стресса. Несмотря на важность 

белков семейства Bcl-2 для регуляции митохондриального пути клеточной 

гибели, сигнальный путь реализуемый через TRAIL актуален только для клеток II 

типа, где недостаточная сборка DISC и активация каспазы-8 направляют 

сигнальный каскад через внутренний путь, активацию Bax и Bak, а этот процесс 

строго контролируется балансом белков семейства Bcl-2 (Fulda, Meyer, Debatin, 

2002; Kale, Osterlund, Andrews, 2018; Zhang, Fang, 2005). 

Повышенная экспрессия генов Bcl-2, Bcl-xL и Mcl-1 была зарегистрирована 

при раке легкого и молочной железы. Мутация сдвига рамки считывания 

приводила к дисфункции Bax и Bak у пациентов с раком толстой кишки и острым 

миелоидным лейкозом (Delbridge, Strasser, 2015; Joensuu, Pylkkänen, Toikkanen, 
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1994). Основные механизмы активации и взаимодействия белков семейства Bcl-2 

были рассмотрены выше, в разделе про каспазозависимый путь. Увеличение 

количества антиапоптотических представителей семейства Bcl-2 происходит при 

многих заболеваниях и состояниях организма, например, аутоиммунных 

заболеваниях, воспалении. Множество внешних активаторов через факторы 

транскрипции приводят к нарушению баланса про- и антиапоптотических белков 

семейства Bcl-2 при прогрессировании опухоли, что может приводить к остановке 

сигнального каскада TRAIL-индуцированной гибели (Campbell, Tait, 2018; Hatok, 

Racay, 2016). 

 

1.6.5 Фактор транскрипции гена гомеобокса 

Основная задача фактора транскрипции гена гомеобокса (Six1) заключается в 

регулировании пролиферации, выживания, миграции и ингибировании апоптоза в 

процессе развития (Coletta et al., 2008). Он максимально высоко экспрессируется 

во время эмбриогенеза, далее его экспрессия постепенно снижается во взрослых 

дифференцированных тканях (Thangaraju et al., 2012). Тем не менее нарушение 

регуляции Six1 связано с канцерогенезом и метастазированием опухолевых 

клеток. Исследователи сообщали об аберрантной гиперэкспрессии Six1 при раке 

яичников, раке молочной железы и гепатоцеллюлярной карциноме (Behbakht et 

al., 2007; Coletta et al., 2008; Ng et al., 2006; Reichenberger et al., 2005). Учитывая 

вышесказанное, можно предположить, что активация Six1 является мощным 

негативным регулятором TRAIL-индуцированной гибели в опухолевых клетках. 

Результаты исследований показали, что активация Six1 подавляет TRAIL-

индуцированную гибель в клетках карциномы яичников. Напротив, 

использование siRNA для нокдауна Six1 восстанавливали чувствительность к 

TRAIL (Behbakht et al., 2007). Таким образом, активация Six1 в процессе развития 

опухоли подавляет чувствительность к TRAIL и потенциально может быть 

биомаркером для оценки чувствительности к терапии TRAIL у онкологических 

больных. 
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1.7 Возможные условия формирования резистентности к TRAIL 

 

1.7.1 Генетическая гетерогенность 

Важную роль в развитии устойчивости к TRAIL-индуцированной гибели 

играет клональная селекция опухолевых клеток. В процессе роста и развития 

опухоли, под влиянием иммунных клеток, ограниченном поступлении кислорода 

и питательных веществ, а также после применения лекарственных препаратов 

происходит эволюционирование опухоли, которое приводит к генетической 

гетерогенности (субклональной изменчивости или внутриопухолевой 

гетерогенности) (McGranahan, Swanton, 2017; Mota et al., 2022). Исследование с 

использованием методов секвенирования одиночных клеток сыграло важную роль 

в понимании базовой биологии развития рака, разработке диагностических и 

прогностических тестов (Dawson et al., 2013). Таким образом, генетическая 

гетерогенность опухоли, под влиянием внешних эпигенетических факторов, 

приводит к эволюционному развитию опухоли, что в конечном итоге приводит к 

ускользанию клеток от иммунного надзора. 

 

1.7.2 Влияние микроокружения 

В настоящее время более пристальное внимание уделяется микроокружению 

опухоли. На смену существовавшему изначально опухолецентричному взгляду на 

онкологию пришло понимание необходимости исследовать влияние элементов, 

пространственно расположенных вокруг опухоли. Собираемые с 70-х годов 

прошлого века данные показали, что микроокружение играет ключевую роль в 

содействии или сдерживании развития опухоли (Maman, Witz, 2018; Witz, 2009). 

Большая часть ранних исследований были сосредоточены на характеристике 

клеточных и гуморальных иммунных компонентов и их функциях в 

микроокружении опухоли. Действительно, клетки врожденного иммунитета, в 

частности макрофаги, инфильтрируют опухоли и являются наиболее значимой 

популяцией иммунокомпетентных клеток в микроокружении опухоли (Brivio et 

al., 2017). Поляризация макрофагов в сторону фенотипа M2, приводит к тому, что 

взаимодействуя с клетками опухоли они способствуют ее росту, высвобождая 
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различные воспалительные, пролиферативные и ростовые факторы (Techasen et 

al., 2012). Кроме того, стромальные клетки могут экспрессировать рецепторы 

ловушки, что приводит к подавлению противоопухолевой активности как для 

препаратов на основе TRAIL, так и иммунокомпетентных клеток. Секреция 

остеопротегерина остеобластами действует как паракринный фактор выживания 

опухолевых клеток в костном мозге (Locklin et al., 2007). 

Следующим шагом стало признание участия роли неклеточных элементов 

микроокружения. Внеклеточный матрикс (ВКМ) представляет собой набор 

макромолекул, собранных в трехмерную структуру и обладающий набором 

биохимических и биомеханических свойств, регулирующих рост, выживание, 

подвижность и дифференцировку клеток. ВКМ формирует каркас, регулирует 

гидратацию, pH, доступность факторов роста и цитокинов (Pickup, Mouw, Weaver, 

2014). Компоненты ВКМ могут регулировать чувствительность к TRAIL, 

например, расположенный на микрофибриллах эластина белок 2 (ELIMIN2), 

может связываться с рецепторами к TRAIL, обладая сродством к DR4 и в 

меньшей степени к DR5. Это приводит к кластеризации рецепторов на липидных 

рафтах, сборке DISC и активации каспазы-8 (Mongiat et al., 2007). Семейство 

интегрин-связывающих матрицеллюлярных белков CCN обладающее 

плейотропными функциями может регулировать клеточную пролиферацию и 

выживание. В клетках рака предстательной железы при взаимодействии CCN1 с 

интегринами и геперансульфатными протеогликанами (HSPG) поддерживает 

клеточную адгезию и способствует росту. В то же время, взаимодействие CCN1 с 

интегринами и рецептором HSPG Syndecan-4, активируя протеинкиназу C может 

приводить к сенсибилизации к TRAIL-индуцированной гибели (Franzen et al., 

2009). Резюмируя вышесказанное можно утверждать, что ВКМ может 

модулировать чувствительность к TRAIL (De Looff, De Jong, Kruyt, 2019). 

 

1.7.3 «Опухолевая среда» организма 

В настоящее время границы так называемой «опухолевой среды», способной 

влиять на опухоль, значительно расширены. Группой исследователей было 

выдвинуто предложение различать уровни «опухолевой среды» от локального, 
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формирующего микроокружение опухоли, до «опухолевой среды» целого 

организма. В их работе подчеркивается потенциальное участие отдаленных 

факторов, которые не могут модифицироваться опухолью, но тем не менее могут 

влиять на нее. В частности ими рассмотрено влияние системных иммунных 

компонентов (лимфатических узлов, селезенки и костного мозга), нервной 

системы и микробиоты, которое может способствовать как прогрессированию 

онкологии, так и подавлению опухоли (Laplane et al., 2019). 

 

1.7.4 Влияние воспаления 

Важным состоянием, влияющим на клетки опухоли, является воспаление. 

Впервые взаимосвязь между воспалением и раком была показана Рудольфом 

Вирховым в середине 19 века, в результате своих наблюдений он обнаружил, что 

опухоль возникает в местах хронического воспаления и что в биоптатах опухоли 

много воспалительных клеток (Balkwill, Mantovani, 2001). В настоящее время 

связанное с опухолью воспаление считается ключевой характеристикой 

опухолевого процесса, а взаимосвязь между хроническим воспалением и 

развитием опухоли является хорошо установленной (Punt et al., 2016). Накопление 

данных показывает, что воспалительное микроокружение опухоли оказывает 

большое влияние на химиотерапию и иммунотерапию (Crusz, Balkwill, 2015; 

Vasan, Baselga, Hyman, 2019). При этом, острое воспаление вызванное внешними 

стимулами усиливает противоопухолевый иммунитет, приводя к созреванию 

дендритных клеток и инициации эффекторных T-клеток (Ma et al., 2013). 

Воспаление является защитным иммунным ответом для поддержания гомеостаза 

тканей путем устранения вредных стимулов, таких как поврежденные клетки, 

патогены и асептические поражения. В отличие от процессов заживления и 

элиминации инфекции, при развитии опухоли воспалительная реакция не 

проходит (Nathan, Ding, 2010). Формируемое опухолью воспалительное 

окружение может быть вызвано мутациями, инициировавшими онкологическую 

трансформацию и способствовать прогрессированию опухоли за счет 

привлечения и активации иммунных клеток. Независимо от причины, вызвавшей 

воспаление, оно приводит к иммуносупрессивному микроокружению опухоли. И 
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как только устанавливается воспалительное микроокружение, факторы 

выделяемые опухолевыми и интерстициальными клетками индуцируют 

клеточную пролиферацию способствуя выживаннию клеток, изначально 

активируя онкогены и инактивируя гены-супрессоры опухоли в дальнейшем 

(Ritter, Greten, 2019). Кроме того, важную роль в развитии воспаления и 

онкологии играет микробиота. Воздействуя напрямую, при воспалительных 

заболеваниях кишечника и колоректальном раке, и косвенно, через свои 

метаболиты влияя на дифференцировку и функцию иммунных клеток, 

потенциально изменяя их действие на опухоль (Kalafati et al., 2020; Schroeder, 

Bäckhed, 2016). 

Воспаление, вызванное терапией онкологических заболеваний, часто придает 

оставшимся клеткам устойчивость к последующим курсам лечения и усиливает 

прогрессирование опухоли (Shalapour, Karin, 2015). Таким образом, 

использование противовоспалительных препаратов в терапии онкологических 

заболеваний может улучшать клиническую картину (Zheng et al., 2020).   
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1 Реактивы 

Рекомбинантная растворимая форма цитокина TRAIL, модифицированная 

мотивом изолейциновой «застежки» (izTRAIL) и имитируюшая активность 

мембранносвязанного белка TRAIL была разработана и предоставлена А.В. 

Чекановым. Для этого был синтезирован мотив изолейциновой застежки и ген 

TRAIL, которые в дальнейшем клонировали в плазмидном векторе pET101 

(Novagen, США). Полученным геном трансформировали штамм E. coli BL21(DE3) 

и методом микробного синтеза с последующей очисткой металл-аффинной 

хроматографией получали тримерную форму izTRAIL с молекулярной массой 

около 80 кДа (Фадеев и др., 2012).  

JSH-23, QNZ, NF-kB Activation Inhibitor IV (Selleckchem, США); 

эмбриональная бычья сыворотка (FBS) (Gibco, США), блокирующий раствор для 

Fc-рецепторов Human TruStain FcX, моноклональное антитело PE anti-human Ki-

67, антитела изотипического контроля PE Mouse IgG1 k isotype Ctrl, APC Mouse 

IgG1 k isotype Ctrl, FITC Mouse IgG1 k isotype Ctrl, PE Mouse IgG2a k isotype, PE 

Mouse IgG2b k isotype (BioLegend, США); MycoFluor™ Mycoplasma Detection Kit 

(Molecular Probes, США). Первичные антитела для иммуноблоттинга: FLIP, 

Caspase-8 (Enzo, США); GAPDH, FADD (Santa Cruz, США); BID, Bcl-2 (Cell 

Signaling Technology, США). Вторичные антитела: Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-

HRP Conjugate (Bio-Rad, США), Anti-mouse IgG HRP-linked (Santa Cruz, США). 

Питательная среды RPMI 1640, F12, IMDM, фосфатно-солевой буфер, кальцеин 

AM, bisbenzimide Hoechst 33342 (H33342), йодид пропидия (PI), резазурин, 

липополисахарид из E. coli O111: B4 и другие химические реагенты (Sigma-

Aldrich, США). 

 

2.2 Культуры клеток и условия культивирования 

В работе использовали клетки острого миелоидного лейкоза человека К562, 

KG-1, ТНР-1, HL-60, MV4-11 и U937. Клеточные линий были получены из 

Всероссийской коллекции клеточных культур (Институт цитологии РАН, Санкт- 
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Петербург) и Американской коллекции типовых клеточных культур (ATCC 

Манассас, штат Вирджиния, США). Культивирование клеток осуществлялось в 

питательных средах RPMI-1640/F12 и IMDM, содержание эмбриональной бычьей 

сыворотки составляло 10% об., для обеспечения антибактериальной и 

антигрибковой защиты к среде было добавлено 40 мкг/мл гентамицина сульфата 

(Sigma, США) и 20 мкг/мл дифлюкана (Pfizer, США). Клетки культивировались в 

U-образных 96-луночных планшетах при 37℃ и 5% CO2 в инкубаторе (Binder, 

Германия). Для моделирования активации провоспалительных сигнальных путей, 

клетки культивировались в присутствии 10 мкг/мл липополисахарида (ЛПС) из E. 

Coli O111:B4 (Sigma, США), в течение суток. Для оценки возможного заражения 

клеточных культур микоплазменной инфекцией проводили тестирование с 

использованием набора MycoFluor™ Mycoplasma Detection Kit. Заражений 

выявлено не было. 

 

2.3 Оценка цитотоксического действия белка izTRAIL 

Для анализа цитотоксического действия белка izTRAIL клетки из растущих 

до 3 суток культур высевали в 96-луночные U-образные культуральные планшеты 

в концентрации 5 тыс. клеток в 100 мкл питательной среды на лунку (5*104 в мл). 

Белок izTRAIL добавляли через 24 ч (низкоплотные культуры, НПК) и 120 ч 

(высокоплотные культуры, ВПК) после посева клеток. Жизнеспособность 

оценивали по отношению количества живых клеток в опытных и контрольных 

(без добавления izTRAIL) культурах через 24 ч после добавления izTRAIL. Для 

определения количества живых клеток в культуры инкубировали с резазурином 

(30 мкг/мл) и измеряли интенсивность флуоресценции с длиной волны 

возбуждения 535 нм и длиной волны испускания 595 нм используя планшетный 

спектрофлуориметр Infinity F200 (Tecan, Австрия). 

 

2.4 Анализ ферментативной активности каспаз 3/7 

Для анализа активности эффекторных каспаз 3/7 использовали набор 

Caspase-3 Activity Assay Kit (Cell Signaling Technology, США). Клетки из 

растущих до 3 суток культур высевали в 96-луночные U-образные культуральные 
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планшеты в концентрации 5 тыс. клеток в 100 мкл питательной среды на лунку, 

часть клеток высевалась с добавлением 10 мкг/мл ЛПС из E. Coli O111:B4. Через 

24 часа собирали клетки контроля и клетки с добавлением ЛПС, через 120 часов 

собирали клетки высокоплотных культур. Собранные клетки подсчитывали в 

камере Горяева с использованием светового микроскопа Olympus CX21 (Olympus, 

Япония), далее проводили трехкратную отмывку клеток фосфатно-солевым 

буферным раствором, каждый раз осаживая клетки на микроцентрифуге СМ-50 

(ELMI, Латвия). Для лизиса клеток и экстракции белков к полученным осадкам 

добавляли буферный раствор, приготовленный согласно протокола производителя 

реагентов и инкубировали на льду в течение 5 минут. Затем клетки разрушали с 

помощью ультразвукового гомогенизатора Q700 (Qsonica, США). Полученные 

лизаты осаждали на миницентрифуге CM-50 с ускорением 14 000 g, в течение 15 

минут с последующим отбором аликвот. В 96-луночный плашет вносили 

полученные аликвоты и предварительно разведенный до рабочих концентраций 

субстрат каспаз 3/7, инкубировали при 37 ̊℃ в течение получаса на термошейкере 

PST-100HL (Biosan, Латвия). Интенсивность флуоресценции измеряли с длиной 

волны возбуждения 360 нм и длиной волны испускания 465 нм используя 

планшетный спектрофлуориметр Infinity F200 (Tecan, Австрия). 

 

2.5 Вестерн-блот анализ 

Для оценки содержания белков в клетках использовали метод 

иммуноблоттинга. Клетки из растущих до 3 суток культур высевали в 96-луночные U-

образные культуральные планшеты в концентрации 5 тыс. клеток в 100 мкл питательной 

среды на лунку, часть клеток высевалась с добавлением 10 мкг/мл ЛПС из E. Coli 

O111:B4. Через 24 часа собирали клетки контроля и клетки с добавлением ЛПС, через 

120 часов собирали клетки высокоплотных культур. Собранные клетки подсчитывали в 

камере Горяева с использованием светового микроскопа Olympus CX21 (Olympus, 

Япония), далее проводили трехкратную отмывку клеток фосфатно-солевым буферным 

раствором, каждый раз осаживая клетки на микроцентрифуге СМ-50 (ELMI, Латвия). 

Для лизиса клеток и экстракции белков к полученным осадкам добавляли буферный 

раствор RIPA из расчета 1 мл к 20 млн клеток и инкубировали на льду в течение 5 минут. 
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Затем клетки разрушали с помощью ультразвукового гомогенизатора Q700 

(Qsonica, США). Полученные лизаты осаждали на миницентрифуге CM-50 с 

ускорением 14 000 g, в течение 15 минут с последующим отбором аликвот. 

Концентрацию белка в аликвотах измеряли по методу Бредфорда (Olson, 

Markwell, 2007). Лизаты хранили при температуре –27 ℃.  

Электрофоретическое разделение белка проводили в ПААГ 12% с 

использованием камеры Mini-Protean Tetra cell и источника тока PowerPac 

Universal Power Supply (Bio-Rad, США). Перенос на нитроцеллюлозные 

мембраны проводили при помощи системы переноса Trans-Blot Turbo используя 

набор реагентов Trans-Blot Turbo Transfer Kit (Bio-Rad, США), согласно 

инструкции производителя.  

Блокирование неспецифического связывания мембран проводили в 3% 

растворе бычьего сывороточного альбумина (BSA) в 0,1% трис-буферного 

физиологического раствора и полисорбата 20 (TBST). Окраска первичными 

антителами проводилась в течение ночи при температуре +4 ℃ при непрерывном 

покачивании на мини-рокер шейкере MR-1 (Biosan, Латвия). После трехкратной 

отмывки 0,1% TBST проводили окраску вторичными антителами в течение часа 

при комнатной температуре при покачивании на мини-рокер шейкере MR-1. 

Хемилюминесценцентную детекцию блотов проводили гель-документатором 

ChemiDoc MP с использованием Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, США). 

 

2.6 Анализ представленности рецепторов к TRAIL на поверхности 

клеток 

Для анализа поверхностной экспресии рецепторов к TRAIL, клетки из 

растущих до 3 суток культур высевали в 96-луночные U-образные культуральные 

планшеты в концентрации 5 тыс. клеток в 100 мкл питательной среды на лунку, часть 

клеток высевалась с добавлением 10 мкг/мл ЛПС из E. Coli O111:B4. Через 24 часа 

собирали клетки культуры низкой плотности (НПК) и клетки с добавлением ЛПС, через 

120 часов собирали клетки высокоплотных культур (ВПК). Собранные клетки отмывали 

в буфере для окрашивания клеток (BioLegend, США) с использованием 

микроцентрифуги MR-1 при 300 g в течение 5 минут. Окрашивание проводили с 
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использованием моноклональных антител к PE anti-human CD261 (TRAIL-R1, 

DR4) (BD Bioscience, США), APC anti-human CD262 (TRAIL-R2, DR5) 

(BioLegend, США), FITC anti-human CD263 (TRAIL-R3, DcR1) (BD Bioscience, 

США), PE anti-human CD264 (TRAIL-R4, DcR2) (BioLegend, США). Для оценки 

возможности неспецифического связывания антител, клетки окрашивали 

антителами APC Mouse IgG1 k isotype Ctrl, FITC Mouse IgG1 k isotype Ctrl, PE 

Mouse IgG1 k isotype, PE Mouse IgG2a k isotype, APC Mouse IgG2a k isotype 

(BioLegend, США). Окрашивание проводилось в течение 30 минут при комнатной 

температуре в темноте, с последующей фиксацией 2% раствором 

параформальдегида. Анализ проводили методом проточной цитометрии на 

приборе BD Accuri C6. 

 

2.7 Секвенирование транскриптомов 

Для проведения полного секвенирования РНК, клетки из растущих до 3 суток 

культур высевали в 96-луночные U-образные культуральные планшеты в концентрации 

5 тыс. клеток в 100 мкл питательной среды на лунку, часть клеток высевалась с 

добавлением 10 мкг/мл ЛПС из E. Coli O111:B4. Через 24 часа собирали клетки контроля 

и клетки с добавлением ЛПС, через 120 часов собирали клетки высокоплотных культур. 

Собранные клетки подсчитывали в камере Горяева, отбирали для исследования 2 млн 

клеток. Далее, клетки однократно отмывали PBS с использованием микроцентрифуги 

MR-1 и заливали раствором EverFresh RNA и передавали для исследования в 

Лабораторию секвенирования генома (рук. Ермаков А.М.), где методом 

нанопорового секвенирования, с использованием прибора MinION, ячейкой 

SpotON Flow Cell (R9.4) Single, набора реагентов Flow Cell (Oxford Nanopore 

Technologies) проводилось полное секвенирование РНК с получением первичных 

данных. 

 

2.8 Компьютерные методы обработки первичных данных 

транскриптомов. 

Обработка первичных данных транскриптомного анализа и распознавание 

нуклеотидов по исходному сигналу (бейз-коллинг), демультиплексирование 
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полученных данных проводилось с помощью программы Guppy basecaller v5.0.16 

(Oxford Nanopore Technologies). Верификация результатов работы проводилась в 

программе оценки качества R–minIONQC.R. Полученные данные выравнивали, 

сопоставляли с референсной базой данных и картировали в программе Minimap2 

(Oxford Nanopore Technologies). Для определения уровня экспрессии генов 

использовали программу Salmon. Полученные данные использовались для 

проведения бионформатического анализа. 

 

2.9 Биоинформатический анализ транскриптомов 

Для полученных даных РНК секвенирования клеток в НПК и ВПК 

производился анализ дифференциальной экспрессии генов с использованием 

онлайн сервиса iDEP.951 (Ge, Son, Yao, 2018) и доступного в сервисе пакета для 

языка программирования R DESeq2 (Love, Huber, Anders, 2014). В результате 

были полученны данные кратности изменения (КИ) экспрессии генов в ВПК 

относительно НПК в логарифмической форме (log2(КИ)). Анализ обогащения 

наборов генов производился с использованием наборов генов из базы данных 

молекулярных сигнатур (MSigDB, v.2022.1) с использованием подключаемого 

пакета для языка программирования Python (v. 3.10). Анализ функциональной 

представленноси генов осуществлялся с использованием дифференциально 

экспрессируемых генов, изменение экспрессии которых соответсвует параметрам 

-1 ≤ log2(КИ) ≤ 1. Дифференциально экспрессируемые гены аннотировались по 

базам данных GeneOntology (GO) и Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG) с использованием программного обеспечения Cytoscape (v. 3.9.1) и 

подключаемых модулей ClueGO (v. 2.5.9) и CluePedia (v. 1.5.9). Визуализация 

сетей белок-белковых взаимодействий также осуществлялась с применением 

программного обеспечения Cytoscape. 

Полученные первичные данные транскриптома после вычисления метрик 

изменения экспрессии генов были переведены в диапазон изменений ВПК по 

отношению к НПК (FC) и переведены в формат логарифма по основанию 2 

(Log2FC). Анализ функциональной принадлежности и визуализацию сетей 

молекулярного взаимодействия генов проводили с помощью программного 
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обеспечения с открытым исходным кодом GSEA (v. 4.2.3), Cytoscape (v. 3.9.1) и 

онлайн сервиса IDEP.951. Наборы генов, соответствующие различным 

физиологическим состояниям и заболеваниям, брали из баз данных молекулярных 

сигнатур MSigDB и Hallmark. Аннотацию генов проводили с помощью баз 

данных Gene Ontology (GO) и Киотской энциклопедии генов и геномов (KEGG) с 

использованием плагинов для программного обеспечения Cytoscape: ClueGO 

(v. 2.5.9), nCluePedia (v. 1.5.9). 

 

2.10 Анализ экспрессии генов методом ПЦР в реальном времени 

Для количественной оценки изменений экспрессии отдельных генов 

использовали ПЦР в реальном времени. Клетки из растущих до 3 суток культур 

высевали в 96-луночные U-образные культуральные планшеты в концентрации 5 

тыс. клеток в 100 мкл питательной среды на лунку, часть клеток высевалась с 

добавлением 10 мкг/мл ЛПС из E. Coli O111:B4. Через 24 часа собирали клетки 

контроля и клетки с добавлением ЛПС, через 120 часов собирали клетки 

высокоплотных культур. Собранные клетки подсчитывали в камере Горяева, 

отбирали для исследования 2 млн клеток. Далее, клетки однократно отмывали 

PBS с использованием микроцентрифуги MR-1 и заливали раствором EverFresh 

RNA. Выделение тотальной РНК проводили с использованием набора innuPREP 

RNA Mini Kit 2.0 (Analytik Jena, Германия). Синтез и амплификацию кДНК 

проводили с использованием набора OneTube RT-PCR SYBR (Евроген, Россия) на 

приборе QuantStudio 5 Real-Time PCR (Thermo Scientific, США), согласно 

инструкции производителя. 

 

2.11 Статистический анализ 

Результаты представляли в виде среднего ± стандартное отклонение (M±SD). 

Опыты проводили не менее чем в пяти повторах (n≥5). Статистическую 

значимость отличия определяли с помощью одностороннего ANOVA с 

последующим множественным сравнением Холма-Сидака, р<0.05.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Повышение устойчивости клеток миелоидного лейкоза ТНР-1 к 

TRAIL-индуцированной гибели в высокоплотных культурах 

Согласно литературным данным, при остром лейкозе клетки в костном мозге 

накапливаются в высоких концентрациях, формируя гиперклеточные структуры 

(Li et al., 2018). Нами была предложена in vitro модель, отражающая повышение 

концентрации лейкозных клеток в ограниченном пространстве костного мозга. На 

рисунке 10 представлены характеристики модели, предложенной для 

исследования повышения устойчивости к TRAIL-индуцированной гибели в 

высокоплотных культурах. Клетки миелоидного лейкоза человека, THP-1, 

высевали по 5*103 клеток в 100 мкл питательной среды в лунки U-образного 

культурального планшета. Через 24 часа после посева количество клеток в лунке 

увеличивалось до 1*104, и в каждой лунке формировался единичный трехмерный 

многоклеточный агрегат, мы использовали их как культуры низкой плотности 

(НПК) (рис. 1а). Через 120 часов количество клеток в лунке увеличивалось до 

1*105, формируя высокоплотную культуру (ВПК) и сохраняя форму единичного 

трехмерного агрегата (рис. 10в). В отличии от многоклеточных сфероидов, 

образуемых клетками солидных опухолей, трехмерные многоклеточные агрегаты 

из клеток ОМЛ имеют «рыхлую» структуру и могут быть разрушены даже легким 

перемешиванием питательной среды. Ниже представлен график роста числа 

клеток THP-1 (рис. 1г) и процент погибших клеток (рис. 10д) в течение 10 суток 

культивирования. Через 120 часов культивирования клеточная культура 

находилась в стадии экспоненциального роста и число погибших клеток не 

превышало 1,8±0,4%. Увеличение процента погибших клеток и торможение роста 

количества клеток в культуре после 6 суток (рис. 10г, д) указывает, что 

неблагоприятные изменения клеточного микроокружения в высокоплотных 

культурах начинаются с этого времени.  
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Рисунок 10. Микрофотографии культур клеток ТНР-1 через 24 (НПК) (а), 72 часа 
(б) и 120 (ВПК) (в) часов. График скорости роста клеточной линии THP-1 (г), 
количество мертвых клеток в процентах (д). Стрелкой отмечены культуры используемые 
как ВПК. 

 

Для изучения цитотоксического действия белка izTRAIL на клетки ТНР-1, 

клетки из растущей культуры высеивали в U-образные планшеты и через 24 

(НПК), 72 и 120 (ВПК) часов после посева добавляли izTRAIL в концентрации от 

0,23 до 1500 нг/мл. Через 24 часа после посева 16±4% клеток были устойчивы к 

действию izTRAIL даже в максимальной концентрации (1500 нг/мл), а к 72 часам 

количество таких резистентных клеток увеличилось до 50±4%. Через 120 часов от 

посева, в высокоплотной культуре (ВПК) 74±2% клеток становилось 

резистентными к действию izTRAIL (Рис. 11 а).  

Аналогичные результаты были получены нами при исследовании повышения 

устойчивости к действию izTRAIL для мезенхимных клеток фибросаркомы 
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человека линии HT-1080, у которых при формировании трехмерных 

многоклеточных структур более 70% клеток становились резистентны. 

Далее мы показали, что резистентность клеток ОМЛ в ВПК имеет обратимый 

характер. Для этого клетки из ВПК переносили в новые U-образные 96-луночные 

планшеты, в концентрации 5х103 клеток в лунку и культивировали 24 часа, после 

чего добавляли izTRAIL и культивировали еще 1 сутки (на графике НПК восст.). 

При переносе резистентных клеток ТНР-1 из ВПК, в НПК, происходило 

восстановление чувствительности клеток к TRAIL-индуцированному апоптозу 

(рис. 11 б). 

 

  
 
Рисунок 11. Цитотоксическое действие izTRAIL на клетки линии ТНР-1 через 24 
(НПК), 72 и 120 (ВПК) часов после посева по 5 тыс. клеток в планшеты с U-
образным дном (а). Обратимость устойчивости культуры клеток THP-1 (б). 
Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n≥10).  

 

Таким образом, по мере увеличения концентрации и формировании 

высокоплотной культуры клетками THP-1, происходит повышение их 

устойчивости к TRAIL-индуцированной гибели, и при этом устойчивость носит 

обратимый характер.  
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Повышение TRAIL-устойчивости клеток лейкоза линий MV4-11, U937, 

HL-60, К562 и KG-1 в высокоплотных культурах 

Для определения общности эффекта повышения устойчивости клеток 

миелоидного лейкоза, было выполненно исследование перечисленных линий к 

TRAIL-индуцированному апоптозу через 24 часа (НПК) и 120 часов (ВПК) после 

посева (рис. 12). 

  

  

 

Рисунок 12. Сравнительный анализ 
цитотоксического действия лиганда 
izTRAIL на клетки ОМЛ указанных 
линий через 24 ч (НПК, черная линия) и 
через 120 ч (ВПК, красная линия) после 
их посева. Данные приведены в виде 
среднего значения ± SD (n≥10). 
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Было показано, что для клеток миелоидного лейкоза MV4-11, U937, HL-60 и 

К562 (в меньшей степени) выявляется повышение устойчивости к TRAIL-

индуцированной гибели в ВПК. Повышение TRAIL-устойчивости клеток KG-1 в 

ВПК было наименее значимо. Полученные результаты показывают, что феномен 

повышения TRAIL-устойчивости в высокоплотных трехмерных культурах 

выявляется для различных клеток миелоидного лейкоза и согласуется с тем, что 

было обнаружено нами для клеток сарком и карцином (Fadeev et al., 2012). 

В связи с тем, что максимальная выраженность эффекта повышения TRAIL 

резистентности в ВПК показана для клеток THP-1, исследование механизма 

указанного феномена выполняли с использованием данных клеток. 

 

Влияние концентрации клеток ТНР-1 и роли возможных ограничений 

доставки izTRAIL в высокоплотных культурах на повышение их 

устойчивости  

Одной из возможных причин повышения устойчивости можно предположить 

недостаток цитотоксического лиганда TRAIL для кратно возросшего количества 

клеток. Для определения зависимости TRAIL-резистентности от концентрации 

клеток в ВПК, клетки ТНР-1 высаживали в лунки U-образного 96-луночного 

планшета, в концентрации 1х105 клеток в 100 мкл питательной среды в лунку, что 

соответствует ВПК, и, немедленно, к клеткам добавляли белок izTRAIL (на 

графике 1х106 кл/мл). В данных условиях наблюдали повышение резистентности 

клеток ОМЛ ТНР-1 к TRAIL-индуцированной гибели, но гораздо менее 

выраженное, чем в условиях ВПК, без увеличения количества абсолютно 

резистентных к действию белка izTRAIL клеток (рис. 13а).  

Хорошо известно, что трехмерная структура во многом определяет доступ 

цитотоксических агентов в многоклеточных культурах клеток, например, в случае 

многоклеточных сфероидов (Grayson et al., 2021). Для определения зависимости 

TRAIL-резистентности от трехмерной структуры ВПК, клетки ТНР-1 в ВПК 

аккуратно ресуспендировали, добавляли к суспензии клеток izTRAIL и 

культивировали еще 1 сутки (ВПК+перемешивание). Перемешивание разрушало 

трехмерную структуру ВПК, но не изменяло резистентность клеток ТНР-1 к 
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TRAIL-индуцированному апоптозу, по сравнению с недиссоциированной ВПК 

(рис. 13б).  

 

  
 
Рисунок 13. Исследование зависимости TRAIL-резистентности клеток ОМЛ в 
высокоплотной культуре (ВПК) от концентрации клеток (а) и трехмерной 
структуры ВПК (б). Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n≥10).  

 

Таким образом, полученные результаты показывают возможность 

повышения резистентности клеток ОМЛ к TRAIL-индуцированному апоптозу в 

ВПК. Повышение TRAIL-резистентности у клеток ОМЛ в ВПК является 

обратимым, не связано, с непосредственным повышением количества клеток в 

культуре, а также не зависит от трехмерной структуры ВПК. 

 

3.2 Биоинформатический анализ транскриптома клеток ОМЛ THP-1 в 

трехмерных культурах высокой и низкой плотности. 

Для выяснения механизмов повышения TRAIL-резистентности у клеток 

ОМЛ в высокоплотных культурах было выполнено секвенирование 

транскриптома клеток ТНР-1 в ВПК в сравнении с НПК. Всего обнаружено 15 

тыс. транскрибируемых генов, из которых отобраны достоверно 

дифференциально экспрессируемые гены (ДЭГ) с поправкой на множественное 

тестирование Беньямини-Хохберга (FDR ≤ 0,05) (Benjamini, Hochberg, 1995) с 

кратностью изменения (КИ): -1 ≤ Log2(КИ) ≥ 1. Заданным параметрам 
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соответствовали 121 ДЭГ, из которых 92 гена обладали повышенной экспрессией 

и 29 генов пониженной экспрессией. Далее эти гены были проанализированы с 

помощью базы данных «Генная онтология» (Gene Ontology, GO) (Thomas et al., 

2022), по трем словарям – биологические процессы (Biological Processes, GO:BP), 

молекулярные функции (Molecular Functions, GO:MF), клеточные компоненты 

(Cellular Components, GO:CC), а также с помощью интернет ресурса «Киотская 

энциклопедия генов и геномов» (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 

KEGG) (Kanehisa 2000), по базе данных KEGG PATHWAY 

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Было показано, что по словарю GO:BP 

ДЭГ с повышенной транскрипционной активностью были ассоциированы с 

позитивной регуляцией хронического воспалительного ответа (GO:0002676), 

фосфорилированием IκB (GO:1903721) и синтезом полиненасыщенных жирных 

кислот (GO:0006636), по словарю GO:MF – с активностью ацил-КоА-десатураз 

(GO:0016215) и стероил-КоА-десатураз (GO:0004768), а по словарю GO:CC – с 

третичными (GO:0070820) и специфическими гранулами (GO:0035579). Далее, 

при анализе ДЭГов с повышенной транскрипционной активностью с помощью 

базы данных KEGG PATHWAY было выявлена их ассоциация с биосинтезом 

полиненасыщенных жирных кислот (KEGG:01040) и метаболизмом холестерола 

(KEGG:04979) (рис. 14).  
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Рисунок 14. Функциональная аннотация ДЭГ с повышенной транскрип-ционной 
активностью у клеток THP-1 в ВПК по словарям базы данных «Генная 
онтология» (GO) и KEGG PATHWAY. Словарь биологические процессы 
(GO:BP), словарь клеточные компоненты (GO:CC), словарь молекулярные 
функции (GO:MF). * - FDR≤0,05; ** - FDR≤0,01. 

 

Исходя из вышесказанного, ДЭГ с повышенной транскрипционной 

активностью, в основном ассоциированы с активацией провоспалительных 

сигнальных путей и ферментов, а также с синтезом полиненасыщенных жирных 

кислот, являющихся предшественниками медиаторов воспаления, таких как 

эйкозаноиды (Calder, 2020). 

Далее было показано, что по словарю GO:BP ДЭГ с пониженной 

транскрипционной активностью были ассоциированы с трансмембранным 

транспортом ионов цинка (GO:0071582), по словарю GO:MF – с активностью 

рецепторов галанина (GO:0031763) и связыванием лептомицина B (GO:1901707), 

а по словарю GO:CC – с транспортом аминокислот (GO:1990184) и везикул 

комплекса Гольджи (GO:0070319). При анализе ДЭГ с пониженной 
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транскрипционной активностью с помощью базы данных KEGG PATHWAY было 

выявлена ассоциация с транспортом неорганических ионов (KEGG:04978) 

(рис. 15).  

 
 
Рисунок 15. Обогащение ДЭГ с сниженной экспрессией для категорий 
биологических процессов (BP) – голубой, клеточных компонентов (CC) – 
желтый, молекулярных функций (MF) – зеленый согласно GO. Обогащение 
путей по категориям KEGG – красный, * - р<0,05; ** - р<0,01. 

 

То есть, ДЭГ с пониженной транскрипционной активностью, в основном 

ассоциированы с развитием антивоспалительного ответа, известными 

активаторами которого являются ионы цинка и лептомицин В (Downton et al., 

2023; Jarosz et al., 2017). 

Далее для идентификации взаимодействий между продуктами ДЭГ и 

конкретных ДЭГ, определяющих эти взаимодействия, с помощью базы данных 

STRINGdb (Szklarczyk et al., 2019), были построены сети белок-белковых 

взаимодействий (PPI) для ДЭГ с повышенной и пониженной транскрипционной 

активностью. Было показано, что среди 92 ДЭГ с повышенной транскрипционной 

активностью 38 генов образовывали общую сеть взаимодействий, включающую 2 

кластера генов, объединяемых единственным геном TNF, имеющим наибольшее 

количество взаимодействий. Ген TNF кодирует плейотропный цитокин ФНО-
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альфа, известный активатор провоспалительных сигнальных путей (рис. 16а) 

(Webster, Vucic, 2020).  

 

б 

 

 
Рисунок 16. Сети молекулярного взаимодействия продуктов генов с 
повышенной (а) и пониженной (б) экспрессией. 

 

При анализе взаимодействий между продуктами ДЭГ с пониженной 

транскрипционной активностью, было показано, что из 29 ДЭГов единую сеть 

взаимодействий образуют 6 генов, относящихся к семейству белков 

металлотионеинов, контролирующих гомеостаз цинка, участников 

антивоспалительного ответа (рис. 16б) (Jarosz et al., 2017). 

Хорошо известно, что цитокин ФНО-альфа регулирует внутриклеточные 

сигнальные каскады путем активации транскрипционного фактора NF-kB, под 

транскрипционным контролем которого находится множество 

провоспалительных и антиапоптотических генов, что особенно важно в контексте 

повышения резистентности к TRAIL-индуцированной гибели (Yu et al., 2020). 

Поэтому далее, для идентификации транскрипционной активности сигнальных 

путей, был проведен анализ обогащения наборов генов (GSEA, Gene Set 

Enrichment Analysis) (Subramanian et al., 2005). Для этого были выбраны набор 

генов, продукты которого, образуют сигнальный путь ФНО-альфа зависимой 

активации NF-kB (TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB), коллекции Hallmark и 
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наборы генов, содержащих последовательности для связывания с 

транскрипционным фактором NF-kB, субколлекции TFT_LEGACY, коллекции 

TFT базы данных MSigDB (Molecular Signatures Database) (Liberzon et al., 2011). 

Целесообразность данного подхода основана на том, что в GSEA анализируются 

не только ДЭГ, а вся совокупность транскрибируемых генов, что в свою очередь, 

позволяет оценить изменения (активацию/деактивацию) сразу всего исследуемого 

сигнального пути или всех исследуемых генов-мишеней независимо от изменения 

их транскрипционной активности (Subramanian et al., 2005). Было показано, что у 

клеток в ВПК по отношению к НПК происходит обогащение набора генов 

TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB, что отражает активность сигнального пути 

ФНО-альфа зависимой активации NF-kB (рис. 17а). Также у клеток в 

высокоплотной культуре было показано обогащение всех наборов генов, 

содержащих последовательности для связывания с NF-kB, отражающее 

суммарную активацию их транскрипционной активности (рис. 17б).  

 

 
 

 
Рисунок 17. GSEA анализ набора генов TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB (а) и 
наборов генов, содержащих последовательности для связывания с NF-kB (б), где 
N - любой нуклеотид, K - G или T/U, R - A/G, M - A/C, Y - C или T/U. FDR ≤ 0,05. 
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Таким образом, у клеток ОМЛ THP-1 в ВПК происходит активация 

внутриклеточных провоспалительных сигнальных и метаболических путей, 

регулируемых ФНО-альфа, посредством NF-kB-опосредованной транскрипции. 

 

3.3 Сравнительный анализ сигнального пути TRAIL в клетках 

высокоплотных и низкоплотных культур. 

Одной из основных причин повышения устойчивости опухолевых клеток к 

TRAIL-индуцированной гибели считается снижение поверхностной экспрессии 

проапоптотических рецепторов TRAILR1/DR4 и TRAILR2/DR5, а также 

повышение поверхностной экспрессии антиапоптотических рецепторов 

TRAILR3/DcR1 и TRAILR4/DcR2 (Ralff, El-Deiry, 2018). Поэтому мы исследовали 

поверхностную экспрессию про- и антиапоптотических TRAIL-рецепторов у 

клеток ОМЛ THP-1 в высокоплотной культуре (ВПК), с помощь проточной 

цитометрии. Так как выше представленные данные показывают, что у клеток 

ОМЛ THP-1 в ВПК активированы внутриклеточные провоспалительные 

сигнальные пути, в качестве положительного контроля провоспалительной 

активации клетки ОМЛ обрабатывали липополисахаридом (ЛПС). 

 

 

Рисунок 18. Цитотоксическое действие 
белка izTRAIL на клетки линии ТНР-1 
через 24 (НПК), 120 (ВПК) часов и 
обработанные липополисахаридом 
(ЛПС). Данные приведены в виде 
среднего значения ± SD (n≥10). 

 

Клетки THP-1 в культурах низкой плотности, обработанные ЛПС, обладали 

повышенной устойчивостью к TRAIL-индуцированной гибели (рис. 18). 
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Рисунок 19. Анализ количества DR4/5-позитивных клеток (а) и поверхностной 
экспрессии DR4/5 (б) в ВПК клеток THP-1 по сравнению с НПК и клетками, 
обработанными ЛПС. Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n≥5).  
* р <0,05 в сравнении c клетками THP-1 в НПК. 

 

Было показано, что в культуре высокой плотности (ВПК) клеток ОМЛ THP-1 

количество DR4-позитивных клеток составляло 31±8% в отличии от культуры 

низкой плотности (НПК), где количество DR4-позитивных клеток было 60±2,4%. 

Кроме этого, в ВПК количество DR5-позитивных клеток THP-1 было достоверно 

(p≤0,05) ниже чем в НПК, 65±4,8% и 80±5,5%, соответственно. Схожие 

результаты были получены при обработке клеток ЛПС (рис. 19а).  

Также, было показано, что у DR4-позитивных клеток, но не у DR5-

позитивных клеток в ВПК происходило достоверное (p≤0,05) снижение 

интенсивности флуоресценции клеток, окрашенных соответствующими 

антителами, по сравнению с НПК, что указывает на уменьшение количества 

соответствующих рецепторов на внешней клеточной мембране. В случае с 

клетками, обработанными ЛПС, такого эффекта обнаружено не было (рис. 19б). 

При анализе поверхностной экспрессии антиапоптотических TRAIL-рецепторов - 

DcR1 и DcR2, наличие данных рецепторов на поверхности клеток THP-1, как в 

ВПК, так в НПК и после обработки ЛПС, обнаружено не было. 

Далее мы провели анализ внутриклеточного содержания известных 

цитоплазматических адапторных белков-партнеров проапототических TRAIL-

рецепторов, таких как FADD (активатор апоптоза), прокаспаза-8 (активатор 
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апоптоза) и cFLIP (ингибитор апоптоза) (Razeghian et al., 2021). Было показано, 

что у клеток THP-1 в ВПК, по сравнению с НПК происходит уменьшение 

содержания белка FADD, увеличение содержания прокаспазы-8, а также 

уменьшение содержания длинной формы белка cFLIPL, не препятствующей 

аутокатализу каспазы-8 и повышение содержания короткой формы белка cFLIPS, 

препятствующей аутокатализу прокаспазы-8 (Smyth et al., 2020). Сходные 

изменения в содержании исследуемых белков были показаны для клеток, 

обработанных ЛПС (рис. 20). 
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Рисунок 20. Содержание белков FADD 
(а), cFLIP (б) и прокаспазы-8 (в) в 
клетках ТНР-1 в ВПК, в НПК и 
обработанных ЛПС. Данные приведены 
в виде среднего значения ± SD (n≥5).  
* р <0,05 в сравнении c клетками THP-1 
в НПК.  

 

Далее мы исследовали TRAIL-индуцированную активацию прокаспазы-8 у 

клеток в ВПК. Для этого клетки THP-1 в ВПК, в НПК и клетки, обработанные 

ЛПС инкубировали с 100 нг/мл izTRAIL в течении 1 и 2 часов и проводили 

оценку образования активной каспазы-8 (p18) и ключевого маркера активности 

каспазы-8 усеченной формы белка Bid – tBid (truncated Bid), известного 

активатора выхода цитохрома С и сборки апоптосомы (Flores‐Romero et al., 2022). 
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Рисунок 21. Анализ TRAIL-индуцированного образования активной каспазы-8 
(а) и усеченной формы белка Bid (б) у клеток THP-1 в ВПК, в НПК и у клеток, 
обработанных ЛПС. 

 

TRAIL-резистентной культуре (ВПК) 

через 1 и 2 часа инкубации с izTRAIL начинается образование активной каспазы-8 

(p18) и усеченной формы белка Bid – tBid. В случае клеток, обработанных ЛПС, 

инкубация с izTRAIL приводила к образованию крайне малого количества 

активной каспазы-8, но не формы tBid (рис. 21а, б). В тоже время, у клеток THP-1 

в ВПК, как и в случае клеток, обработанных ЛПС, незначительно увеличивалась 

TRAIL-индуцированная активность эффекторных каспаз-3/7 (рис. 22а). 

Количество клеток содержащих неактивную форму поли(АДФ-рибоза)-

полимеразы cPARP(Asp214), известного маркера апоптоза (Mashimo et al., 2021), в 

течение 8 часов инкубации с izTRAIL, в ВПК увеличилась до 16±3 %, в НПК до 

61±4 % и у клеток, обработанных ЛПС повышалось до 12±2,5% (рис. 22б). Через 

24 часа инкубации количество cPARP(Asp214)-позитивных клеток в ВПК не 

изменялось, составляло 18±4%, у клеток, обработанных ЛПС, составляло 13±2%. 
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Рисунок 22. Оценка активности каспаз-3/7 (а) и содержания cPARP(Asp214) 
позитивных клеток THP-1 в ВПК, в НПК и у клеток, обработанных ЛПС, 
при инкубации с 100 нг/мл izTRAIL. Данные приведены в виде среднего 
значения ± SD (n≥5). * р <0,05 в сравнении c клетками THP-1 в НПК. 

 

Таким образом, у клеток ОМЛ THP-1 в высокоплотной TRAIL-резистентной 

культуре (ВПК) показано снижение содержания проапоптотического адаптерного 

белка FADD и повышение антиапоптотического белка cFLIPS. В тоже время, при 

инкубации клеток в ВПК с izTRAIL, происходила активация каспазы-8 и 

образование активной формы (tBid) проапоптотического белка Bid. Однако 

активность эффекторных каспаз-3/7 в этих условиях изменялась не значительно. 

То есть у клеток в ВПК происходила TRAIL-индуцируемая активация 

апоптотического сигнала, которая существенно ингибировалась на уровне 

эффекторных каспаз. 

 

Хорошо известно, что каспаза 8 может индуцировать апоптотический 

каскад как за счет прямого процессинга эффекторных каспаз-3/7, так и 

опосредованно, через tBid-зависимую сборку апоптосомы с активацией каспазы-9, 

с последующим процессингом каспаз-3/7 (Han et al., 2021). В связи с тем, что при 

инкубации с izTRAIL у клеток ОМЛ THP-1 в высокоплотной TRAIL-

резистентной культуре происходила активация каспазы-8 и образование tBid, но 
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не существенное повышение активности каспаз-3/7, мы предположили, что 

данный эффект может быть связан с непосредственным ингибированием как 

активности каспаз-3/7, так и сборки апоптосомы. Основными внутриклеточными 

ингибиторами панкаспазной активности являются белки семейства IAP (BIRC), 

образующие комплексы с каспазами, с последующей их протеосомальной 

деградацией (Estornes, Bertrand, 2015). Поэтому, мы исследовали экспрессию всех 

членов семейства IAP у клеток ОМЛ THP-1 в ВПК и у клеток, обработанных ЛПС 

по сравнению с клетками в НПК, с помощью ОТ-ПЦР. Было показано, что у 

клеток в ВПК происходило достоверное увеличение (p≤0,05) в 4,8±1,5 раза 

экспрессии Livin, ингибитора каспаз 3, 7 и 9 (Kim et al., 2021), по сравнению с 

клетками в НПК. В тоже время для клеток, обработанных ЛПС показано 

увеличение в 43±2,5 раза экспрессии cIAP2, ингибитора каспаз-3, -7, -8 и -10 

(Mohamed и др., 2017), по сравнению с клетками в НПК (рис. 23а). 

 

 

Дополнительно, у клеток ОМЛ THP-1 в ВПК, в НПК и у клеток, 

обработанных ЛПС, с помощью проточной цитометрии, мы оценили 

внутриклеточное содержание белка Bcl-2, известного ингибитора выхода 

  
 
Рисунок 23. Оценка экспрессии мРНК генов семейства IAP (BIRC) (а) и 
внутриклеточного содержания антиапоптотического белка Bcl-2 у клеток 
THP-1 в ВПК и у клеток, обработанных ЛПС. Данные приведены в виде 
среднего значения ± SD (n≥5). * р <0,05 в сравнении c клетками THP-1 в 
НПК. 
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цитохрома С и сборки апоптосомы (Alam et al., 2021). Было показано, что у клеток 

в высокоплотной, TRAIL-резистентной культуре (ВПК), происходило увеличение 

содержания белка Bcl-2. В случае с клетками, обработанными ЛПС, данного 

эффекта мы не обнаружили (рис. 23б). 

Таким образом, в высокоплотной, TRAIL-резистентной культуре клеток 

ОМЛ THP-1 происходит повышение экспрессии Livin, ингибитора активации 

каспаз-3, -7 и -9, а также повышение внутриклеточного содержания 

антиапоптотического белка Bcl-2, ингибитора выхода цитохрома С и сборки 

апоптосомы. 

 

3.5 Оценка возможности подавления устойчивости клеток миелоидного 

лейкоза к TRAIL-индуцированной гибели в высокоплотных культурах. 

Учитывая тот факт, что повышение устойчивости к TRAIL-индуцированной 

гибели связано с развитием воспалительноподобной реакции, была проведена 

оценка возможности снижения устойчивости клеток миелоидного лейкоза THP-1 

ВПК к действию izTRAIL при применении стероидных (дексаметазон, 

преднизолон) и нестероидных (диклофенак, индометацин) 

противовоспалительных соединений (рис. 24). Несмотря на сообщения различных 

групп авторов о повышении чувствительности к различным вариантам терапии 

при использовании как стероидных, так и нестероидных противовоспалительных 

препаратов, их применение за 24 часа перед использованием TRAIL для THP-1 

ВПК не привело к значимым результатам (Cuzick et al., 2009; He et al., 2017; 

Khanzadeh et al., 2018). 
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Рисунок 24. Оценка возможности подавления TRAIL-устойчивости клеток THP-
1 в высокоплотных культурах при использовании стероидных (а) и нестероидных 
(б) противовоспалительных препаратов. Данные приведены в виде среднего 
значения ± SD (n≥10). 

 

Так как воспалительный ответ, согласно результатам биоинформатического 

анализа, реализуется через транскрипционный фактор NF-kB, была проведена 

оценка возможности подавления устойчивости к действию izTRAIL при 

применении таргетных, NF-kB-ориентированных, (QNZ, NF-κB-Activation 

Inhibitor IV, JSH-23) противовоспалительных соединений, а также BH3 миметика 

Navitoclax (ингибитор Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w). Для этого клетки ТНР-1 в ВПК 

предварительно инкубировали в течение 4 часов с данными ингибиторами, после 

чего обрабатывали izTRAIL в течение 20 часов.  

 

Рисунок 24. Оценка 
возможности подавления 
TRAIL-устойчивости клеток 
THP-1 в высокоплотных 
культурах ингибиторами 
активации (зеленая и желтая 
линии), и транслокации 
(черная линия) NF-kB, а 
также BH3 миметиком 
Navitoclax (синяя линия). 
Данные приведены в виде 
среднего значения ± SD 
(n≥10). 
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В результате проведенного исследования было показано, что ингибитор 

транслокации транскрипционного фактора NF-kB (JSH-23) не оказывали влияния 

на TRAIL-резистентность клеток THP-1 ВПК. Ингибиторы активации 

транскрипционного фактора NF-kB (QNZ, NF-κB-Activation Inhibitor IV) снижали 

устойчивость клеток в ВПК к действию izTRAIL, и наиболее эффективно TRAIL-

резистентность снижалась при применении BH3 миметика Navitoclax (рис. 22). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Накопление клеток ОМЛ в костном мозге формирует уникальное 

микроокружение, способствующее не только прогрессии заболевания, но и 

формированию устойчивости к действию терапии (Skelding et al., 2022). В таких 

условиях существенного изменяется не только активность оставшихся здоровых 

гемопоэтических клеток, но также и протекторные функции 

иммунокомпетентных клеток (Pimenta et al., 2021). Особый интерес вызывает 

вопрос как накопление «опухолевой массы» в весьма ограниченном пространстве 

костного мозга, может воздействовать на активность противоопухолевого 

иммунитета, прежде всего с точки зрения его возможной фармакологической 

коррекции. Цитокин TRAIL, как элемент противоопухолевого надзора, в 

организме человека выполняет основную эффекторную функцию - элиминацию 

злокачественно трансформированных клеток, путем запуска контролируемой 

клеточной гибели (Alizadeh Zeinabad, Szegezdi, 2022). Однако, в настоящее время, 

крайне малое количество исследований посвящено на изучении особенностей 

функционирования молекулярных и клеточных эффекторов противоопухолевого 

иммунитета в условиях специфического микроокружения, опосредуемого 

накоплением «опухолевой массы».  

На основании полученных нами данных на рисунке 26 представлен 

гипотетический механизм повышения TRAIL-резистентности у клеток ОМЛ в 

трехмерных высокоплотных культурах, имитирующих накопление лейкозных 

клеток в пространстве костного мозга. В высокоплотных, TRAIL-резистентных 

культурах (ВПК) у клеток ОМЛ происходит ФНО-альфа регулируемая, 

посредством NF-kB-опосредованной транскрипции, активация внутриклеточных 

провоспалительных сигнальных и метаболических путей. На фоне 

провоспалительной активации у клеток ОМЛ в ВПК происходит снижение 

поверхностной экспрессии проапоптотических TRAIL-рецепторов DR4/5 и 

содержания внутриклеточного проапототического адаптерного белка FADD, а 

также увеличение короткой формы антиапоптотического белка cFLIPS. 
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Интересно, что у клеток, обработанных ЛПС, классическим провоспалительным 

активатором, мы увидели сходные изменения в сигнальном пути TRAIL. 

 

 

В тоже время, у клеток ОМЛ в высокоплотных, TRAIL-резистентных 

культурах при инкубации с izTRAIL инициировалось образование активной 

каспазы-8 и активатора сборки апоптосомы, укороченной формы tBid, в отличие 

от клеток, обработанных ЛПС, где такого эффекта мы не наблюдали. Однако мы 

обнаружили не значительное повышение TRAIL-индуцированной активности 

эффекторных каспаз-3/7 и незначительное образование cPARP (Asp214) у клеток 

ОМЛ в ВПК, что свидетельствует об отсутствии развития TRAIL-

индуцированного апоптоза. Мы связываем это с увеличением экспрессии 

ингибитора эффекторных каспаз Livin и ингибитора выхода цитохрома С и 

 
 
Рисунок 26. Гипотетический механизм повышения резистентности к TRAIL-
индуцированному апоптозу у клеток ОМЛ ТНР-1 в трехмерных культурах 
высокой плотности. 
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сборки апоптосомы белка Bcl-2 у клеток ОМЛ в ВПК. В случае с клетками, 

обработанными ЛПС ингибирование TRAIL-индуцированного апоптоза 

происходит на начальном этапе, путем блокирования активации инициаторных 

каспаз-8/10, за счет многократно возросшей экспрессией cIAP2.  

Полученные результаты представляют интерес как для исследования 

основных сигнальных путей, изменяющихся в опухолевых клетках, так и для 

понимания молекулярных механизмов уклонения опухолевых клеток от 

иммунного надзора, а также показывают принципиальную возможность 

коррекции устойчивости опухолевых клеток к медиаторам противоопухолевого 

иммунитета. 
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ВЫВОДЫ 

1. У клеток ОМЛ в трехмерных культурах высокой плотности происходит 

обратимое повышение резистентности к TRAIL-индуцированному апоптозу. 

2. Повышение резистентности клеток ОМЛ к TRAIL-индуцированному 

апоптозу в трехмерных высокоплотных культурах непосредственно не связано с 

увеличением количества клеток и ограничениями доступа к клеткам.  

3. Повышение TRAIL-резистентности у клеток ОМЛ в трехмерных 

высокоплотных культурах регулируется активацией TNF-NF-kB зависимых 

сигнальных путей и реализуется при участии антиапоптотических белков Bcl-2 и 

Livin. 

4. Резистентность клеток ОМЛ к TRAIL- индуцированному апоптозу в 

трехмерных культурах высокой плотности подавляется BH3 миметиком 

Navitoclax. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ  

АФК – активные формы кислорода 

ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения 

ВПК – высокоплотные культуры 

КИ – кратность изменения 

КМ – костный мозг 

МОБ – минимальной остаточной болезни 

МПЦ – многопараметрическая проточная цитометрия 

НМРЛ – немелкоклеточный рак лёгкого 

НПК – низкоплотные культуры 

ОЛСФ - Острый лейкоз смешанного фенотипа 

ОМЛ - Острый миелоидный лейкоз 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ФНО, TNF – фактор некроза опухоли, tumor necrosis factor 

BIR – бакуловирусный IAP повтор 

CAR – химерный антигенный рецептор 

DD – death domen, домен смерти 

DISC – death-inducing signaling complex, сигнальный комплекс индуцирующий 

смерть 

EGF – эпидермальный фактор роста 

ELN – European LeukemiaNet 

FAB – франко-американо-британская классификация лейкозов 

FADD – Fas-ассоциированный домен смерти  

FLIP – белок ингибирующий FADD-подобный IL-1P-превращающий фермент  

IAP – белок ингибирующий апоптоз 

IBM – IAP-связывающий мотив 

PI3K – фосфатидилинозитид-3-киназа 

PKC – протеинкиназа C  

PMA – форбол-12-миристат-13-ацетат 

rhTRAIL – рекомбинантный  
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Smac – второй митохондриальный ингибитор каспаз 

Src – нерецепторная тирозинкиназа 

TBST – трис-буферный физиологический раствор с добавлением полисорбата 20 

TNF – tumor necrosis factor 

TRADD – TNF-ассоциированный домен смерти 

TRAIL – TNF alpha Related Apoptosis Inducing Ligand, ФНО-α ассоциированный 

апоптоз индуцирующий лиганд 
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